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内 fF ff 介 


本 书 介绍 糖 类 ,脂肪 类 ,蛋白 质 类 ,核酸 类 、 维 生 素 类 、 激 素 类 和 辅酶 类 
等 物质 的 化 学 分 析 法 。 选 用 的 方法 包括 生产 《〈 医 、 工 , 农 信 教学 和 科学 研究 
中 稼 用 的 、 经 典 的 、 半 微量 的 或 微量 的 方法 以 及 近年 来 广泛 应 用 的 新 方法 。 
每 种 方法 的 编写 分 原理 ,试剂 配制 和 操作 程序 。 内 容 具 体 , 切 实 可 行 。 

本 书 可 供 生物 化 学 ,生物 学 、 制药 工业 、 医 学 临床 和 化 验 工作 的 科技 人 
员 及 有 关 高 等 院 校 师 生 参考 。 
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编 者 的 话 


在 二 十 世纪 有 了 惊人 发 展 的 生物 学 中 , 生物 化 学 是 最 活跃 的 分 支 学 科 之 一 。 促使 生 
物化 学 迅速 发 展 的 重要 因素 之 一 是 新 技术 的 开发 。 

过 去 一 ` 二 十 年 间 生 物化 学 的 实验 方法 日 趋 专门 化 和 复杂 化 ,牵涉 到 生化 实验 工作 的 
领域 也 越 来 越 多 。 今 天 ,农业 \ 工 业 ` 医 学 \ 环 境 以 及 生命 科学 等 的 研究 都 永 及 生物 化 学 研 
究 , 生 化 实验 已 成 为 常规 的 实验 操作 了 。 Alt, 对 于 开始 进行 生化 研究 的 工作 者 ,或 者 要 


开拓 自身 专业 领域 以 外 生化 研究 领域 的 工作 者 来 讲 ， 都 希望 能 有 一 本 合适 的 实验 指导 


Bo 有 鉴于 此 ,科学 出 版 社 于 1977 年 夏 委 托 中 山大 学 在 广州 召开 了 由 国内 从 事 生化 工 
作 的 部 分 研究 所 (生物 化 学 研究 所 、 微 生物 研究 所 六 大 学 (中 山大 学 、 北 京 大 学 \ 武 汉 大 学 、 


MAAS, BRAS, SARS). 工厂 (江门 甘 玉 化 工厂 生物 化 学 研究 所 东风 生化 试剂 ; 
厂 ) 参 加 座谈 会 ;拟定 了 编写 一 套 切 实 可 行 , 供 有 关 工 作者 随时 查阅 参考 的 《生物 化 学 实验 ) 


技术 丛书 六 


本 《丛书 》 各 册 编 写 的 内 容 是 建国 以 来 国内 已 经 应 用 、 开展 或 正在 开展 的 生化 技术 。 


随 着 我 国生 化 研究 工作 的 进展 ,国外 新 技术 的 引进 , 国内 独创 技术 的 开展 , 将 不 断 补充 新 
的 内 容 。 

本 《丛书 ?着 重 在 实验 技术 ， 各 册 内 容 力求 做 到 ， 

(1 理论 部 分 简洁 明了 ;实验 部 分 力求 重复 性 高 ; 

《2) 直接 触及 实验 设计 的 各 项 要 领 ; 

(3) 指出 实验 操作 中 应 注意 的 地 方 ; 

(4) 尽 可 能 多 的 举例 说 明 。 

本 《丛书 ?的 编写 , 虽 经 大 家 共同 努力 ,但 缺点 错误 在 所 难免 ,热情 希望 读者 批评 指正 。 
如 果 本 《丛书 》 的 出 版 ,能 为 我 国 赶 超 世界 先进 水 平 , 推动 生物 化 学 的 进展 , 实现 科学 技术 

ee 编者 将 感到 十 分 高 兴 。 


前 言 


本 分 册 《k 生 物 物质 常用 化 学 分 析 法 》 包 括 糖 类 、 脂 肪 类 、 蛋白 质 类 、 核酸 类 、 维 生 素 类 、 
激素 类 和 辅酶 类 等 物质 常用 的 化 学 测定 方法 。 各 类 物质 的 定性 和 定量 分 析 着 重 于 化 学 的 
分 析 法 ,选用 的 方法 包括 国内 生产 (包括 医 、 工 和 农 )、 教 学 和 科学 研究 上 常用 的 、 经 典 的 、 
半 微 量 的 或 微量 的 方法 ,也 有 近年 来 广泛 应 用 的 新 方法 。 每 种 方法 的 编写 主要 分 原理 \ 试 
剂 配制 及 操作 步 晴 三 个 部 分 , 并 对 需要 特别 注意 或 解释 之 处 加 以 说 明 。 编写 过 程 中 力求 
切实 可 行 , 有 时 同一 种 物质 介绍 数 种 方法 , 读者 可 根据 自己 的 要 求 , 实 验 室 条 件 进行 适当 
的 选择 。 

参加 本 分 册 编写 的 有 : SAKES, [BER] RRM, OL; 南开 大 学 
王 诚 一 、 马 明 、 蒋 谷 人 \ 李 尉 风 ;生物 化 学 研究 所 东风 生化 试剂 厂 顾 涵 英 。 复 且 大 学 沈 仁 权 
(B=. HACE); 生物 化 学 研究 所 王 德 宝 (第 四 章 )\ 潘 家 秀 (第 三 章 )\ 孙 玉 昆 (第 七 章 ); 
南开 大 学 李建民 (第 六 章 ); 上 海 第 一 医学 院 附属 中 山 医 院 刘 泽 民 ( 第 二 章 第 三 节 ); 上 海 商 
品 检验 局 张 志 贤 (第 二 章 第 一 .二 节 ) 等 同志 在 百 忙中 给 予 审阅 ,在 此 我 们 说 向 这 些 同志 和 
其 他 曾 给 予 支 持 和 帮助 的 许多 同志 表示 衷心 感谢 。 

由 于 我 们 业务 水 平 有 限 ,实验 经 验 不 足 , 本 书 肯定 有 不 少 缺 点 甚至 错误 , 姑 请 读者 批 


评 指出 。 
RAR BEA 
1980 年 3 月 
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第 一 章 糖 类 


kK & Wat (Ree 


糖 类 是 自然 界 分 布 很 广 ;数量 最 多 的 有 机 化 合 物 , 也 是 生物 体 生 命 活动 能 量 的 主要 来 


源 和 生物 体 必需 的 组 成 物质 。 例 如 ,核酸 的 骨架 中 有 D- 核 糖 ; 某 些 蛋 蝗 质 中 有 糖 的 成 分 3 


细胞 膜 ,细胞 壁 也 有 糖 类 化 合 物 参 加 构成 。 特 别 在 植物 组 织 中 约 有 85-90% .的 糖 类 , 它 
不 仅 构 成 植物 的 躯体 和 细胞 , 而 且 在 植物 的 种 子 (谷类 ) 和 瓜 果 中 都 含有 大 量 的 糖 类 。 在 
动物 体 中 糖 的 含量 约 占 2 多 ,动物 的 血液 ,肝脏 ,肌肉 中 都 有 丰富 的 糖 类 物质 ,因此 在 生化 
物质 分 析 中 糖 类 的 测定 就 显得 十 分 重要 。 

糖 类 是 多 羟 醛 或 多 羟 酮 及 其 缩聚 物 和 它 的 某 些 衍生 物 的 总 称 。 通 常 根据 分 子 中 的 单 
糖 数目 把 糖分 成 三 类 : C1) 单 糖 ,如 葡萄 糖 ,果糖 和 D- 核 糖 等 ; (2) 二 糖 、 三 糖 等 低 聚 物 ， 
UAE Se ERATE AGES; 2) 多 聚 糖 ,是 由 多 个 分 子 的 单 糖 或 其 衍生 物 所 
组 成 ;如 淀粉 .纤维 素 、 糖 原 . 半 纤维 素 和 粘 多 糖 等 。 

本 章 介绍 还 原 糖 的 多 种 测定 方法 及 含 醛 基 糖 ` 五 碳 糖 的 测定 方法 ,并 介绍 葡萄 糖 、 果 
糖 、 蔗 糖 和 氨基 葡萄 糖 专 一 测定 的 方法 ,最 后 以 革 果 肉 及 小 麦 籽 粒 为 例 介 绍 生物 材料 中 可 
溶性 糖 的 分 离 鉴 定 及 定量 测定 方法 。 


一 、 还 原 糖 的 测定 


(—) 斐 林 试剂 热 滴 定 法 
原理 


还 原 糖 是 指 含有 自由 醛 基 和 酮 基 的 单 糖 类 以 及 某 些 二 糖 如 乳糖 、 考 芽 糖 。 在 碱 性 次 
液 中 还 原 糖 能 将 两 价 铜 离子 等 金属 离子 还 原 , 而 糖 本 身 氧化 成 各 种 产 酸 , 以 此 特性 作为 糖 
的 定量 测定 。 

本 法 采用 斐 林 试剂 热 滴定 法 ,氧化剂 是 斐 林 试 剂 , 它 由 甲乙 二 种 溶液 组 成 。 甲 液 含 
有 硫酸 铜 和 次 甲 基 蓝 ; 乙 液 含有 氢 氧 化 钠 , BABA ASU, MLA 
时 ,硫酸 铜 与 氢 氧 化 钠 起 作用 生成 天 蓝 色 氢 氧 化 铜 沉淀 ,而 酒石酸 钾 钠 在 碱 性 溶液 中 使 沉 
淀 的 氢 氧 化 铜 溶解 而 成 络 合 物 。 


COONa COONa 
H—C—OH EO. 
| + Cu(OH),——> | Pins + 2H,O 
人 H—C—oO 
| 
COOK COOK 


此 络 合 物 与 还 原 糖 共 热 时 ,两 价 铜 即 被 还 原 为 一 价 氧化 亚 铜 (红色 沉淀 )。 


COONa COONa 


neo H—C—OH 
Deu + CHO, + 2H,0—> | + C,H,,0, + Cu,0 4 
H 一 C 一 O H—C—OH 
| | 
COOK COOK 


氧化 亚 铀 与 试剂 中 亚 铁 氰 化 钾 反 应 生成 可 溶性 化 合 物 而 不 复 析出 。 
Cu,O) 十 K,Fe(CN), + H,O—~>K,Cu,Fe(CN), + 2KOH 
SE PRAHA AE BA (a ASR DE Ek FA rv ES dS RS EP 
铜 还 原 , 只 有 当 二 价 铜 被 还 原 完 毕 后 才能 使 次 甲 基 蓝 还 原 为 无 色 , 故 次 甲 基 蓝 在 此 作为 指 
示 剂 。 


人 的 人 
CaDN-N Le 0 / ANCHO + CsH0, + HiO 


次 甲 基 蓝 (氧化 型 》 


H 
N 


AT ~ 

CH,),N— —N(CH;),. + C,H,,0, HCl 

c \ 人 Pra abbaaes a 
次 甲 基 蓝 (还 原型 ) 


在 实验 时 先 做 一 对 照管 (不 加 样品 )， 用 标准 葡萄 糖 满 定 一 定 体积 斐 林 试 剂 中 两 价 铀 
和 次 甲 基 蓝 的 量 , 即 测定 对 照管 消耗 标准 葡萄 糖 的 量 (A)。 然 后 做 样品 管 样 品 中 还 原粮 
消耗 韭 林 试 剂 中 一 部 分 两 价 铜 , 剩 余 的 量 再 用 标准 葡萄 糖 注定 , 即 样品 消耗 标准 葡萄 斑 量 
(B), 将 (A) 减 去 (B) 即 可 求 得 样品 中 还 原 糖 量 。 

试剂 

1. 非 林 试剂 甲 流 。 称 取 15 克 硫酸 铜 ,0.05 克 次 甲 基 蓝 溶 于 蒸馏 水 中 并 定 容 至 1 升 ; 

2. ARAL IE BE 50 克 酒石酸 钾 钠 ，54 克 氧 氧化 钠 ,4 克 亚 铁 氨 化 钾 溶 于 蒸 饮 
水 中 并 定 容 至 1 升 。 

3. 标准 葡萄 糖 溶 流 (0.1%) 。 精确 称 取 葡萄 糖 (在 105°C 干燥 至 恒 重 )1 克 溶 于 燕 饮 
水 中 并 定 容 至 1 升 。 

4. 6N 盐酸 量 取 浓 盐 酸 (3538 % )500 毫升 加 蒸馏 水 至 ! 升 。 

5. ON 氧 氧化 钠 。， 称 取 氧 氧化 钠 240 克 溶 于 葡 馏 水 并 定 容 至 1 升 。 


操作 步骤 


1. 空白 管 测 定 ， 取 斐 林 试剂 甲乙 液 各 5 SH. 置 250 毫升 三 角 瓶 中 , 由 滴定 管 加 


适量 0.1 多 标准 葡萄 糖 盗 液 , 在 电炉 上 加 热 至 沸 , 然后 以 4 一 5 秒 一 滴 的 速度 继续 自 滴定 
管 中 加 入 标准 葡萄 糖 溶液 ,滴定 至 监 色 消失 , 记 下 总 共 所 消耗 的 葡萄 糖 体 积 (A)。 

2. 样品 测定 ”6 一 7 毫升 待 测 样品 溶液 ( 含 糖 量 在 3 一 4 毫克 /6 一 7 毫升 ), 加 斐 林 试 
剂 甲乙 彼 各 5 毫升 , 置 250 毫 升 三 角 瓶 中 , 同 空白 测定 一 样 操 作 , 记 下 所 耗 标准 葡萄 糖 体 
BR (B)o 

A ae 


oe w2 


，_ (A = B) x IED me 9 / TTX 
as Bae BX EEE une 
Sich: A 为 测定 空白 时 耗 用 的 标准 葡萄糖 毫升 数 。B 为 测定 样品 时 耗 用 的 标准 葡 葡 “ 
糖 毫升 数 。 


(=) 斐 林 试剂 比 色 法 
”原理 


斐 林 试 剂 脱 色 法 是 热 滴定 法 的 一 个 改进 。 

斐 林 试剂 是 由 甲 、 乙 二 种 溶液 混合 而 成 , 甲 波 含有 硫酸 铜 ,， 乙 液 含 有 氢 氧 化 钠 和 酒 石 
酸 钾 钠 。 硫酸 铜 与 氢 氧 化 钠 作 用 ERK RE A AC THE (CuSO, 十 2NaOH— 
Cu(OH), 十 Na2SO)。 而 酒石酸 钾 钠 在 碱 性 溶液 中 使 氢 氧 化 铜 溶 解 生 成 复杂 的 化 合 物 
《一 种 络 合 物 )。 其 反应 如 下 : 


COONa COONa 
| 
H 一 C 一 OH H—C—O\ 
| + Cu(OH), == | cu + 2He 
H 一 C 一 OH H—C—o 
COOK COOK 


此 复杂 的 化 合 物 具 有 与 普通 铜 盐 略 有 不 同 的 天 蓝 色 ,但 仍 有 铜 盐 所 有 的 普通 反应 。 
单 糖 和 多 糖 的 水 解 物 都 含有 醛 基 或 酮 基 ， 在 碱 性 条 件 下 煮沸 能 使 斐 林 试剂 中 的 二 价 
- 铜 离子 还 原 为 一 价 的 氧化 亚 铜 ,而 使 蓝 色 的 斐 林 试剂 脱色 ,脱色 的 程度 与 溶液 中 含 糖 量 成 
正比 。 


COONa CHO COONa COOH 
| | | 
H-C—O\ (CHOB), CHOH (CHOB), 
2 | + 2H,O—> | + | + Cu,0 | 
H—C—oO CHOH CH,OH 


COOK COOK 

此 法 的 优点 是 操作 简便 , 非 林 试剂 可 不 作 定 量 配 制 , 测定 误差 在 二 0.02%, 但 须 经 党 
作 标 准 曲 线 校正 。 本 法 测定 范围 在 0.1 一 0.5 毫克 /毫升 还 原 糖 ,如 果 含 糖 量 超过 本 范围 误 
差 显著 增 大 。 

试剂 

1. 斐 林 试剂 甲 “40 Sa EER (CuSO, - 5H2O) 溶解 于 蒸馏 水 并 定 容 至 1 升 。 

2. EPIAR) GC =—- 200 克 酒 石 酸 钾 钠 《CHIOKNa - 4H,0) 5 150 RABAT 
蒸馏 水 并 定 容 至 1 升 。 

在 使 用 前 取 20 毫升 甲 液 , 加 入 等 体积 的 乙 液 。 

3.0.1% 葡萄 糖 标准 液 WW 105°C 干燥 2 小 时 的 恒 重 葡 葡 糖 0.1 过， 加 蒸馏 水 盗 解 
并 定 容 至 100 SF. 


操作 步骤 


1. 标准 曲线 制作 ”在 各 试管 中 分 别 加 人 0:1 多 葡萄糖 标 准 液 0, 1, 2, 3, 4,5, 6 
毫升 ,并 分 别 加 蒸馏 水 补足 到 6 毫升 ,每 管 含 葡萄 糖 各 为 0,， 1，2，3，4,， 5，6 毫克 ,分 别 在 
各 管 中 加 和 人 4 毫升 斐 林 试剂 ,混和 后 , 在 试管 口 用 玻璃 球 盖 好 , 放 人 沸水 浴 加 热 , 15 分 钟 ， 


. 3 者 


取出 后 在 流水 中 冷却 ,再 经 1500 转 / 分 离心 5 OB LAME 590 毫 微米 波长 处 进行 比 
色 测 定 , 以 蒸馏 水 作 比 色 时 的 对 照 ; 读 取 含 不 同 浓度 糖 的 各 管 的 光 密 度 值 和 空白 管 的 光 密 
度 值 。 然 后 把 空白 管 的 光 密 度 值 减 去 各 管 不 同 请 度 糖 的 光 密 度 值 ,并 以 此 差 值 作 纵 座 标 ， 
各 相对 的 糖 含量 作 横 座 标 ,绘制 标准 曲线 。 

2. 样品 测定 6 Tt OU ms KGS AME 205 毫克 /毫升 左右 还 原 糖 量 ) 加 4 
毫升 斐 林 试剂 并 和 标准 曲线 同样 操作 ,在 590 毫 微米 波长 处 测 出 光 密 度 值 。 最 后 把 不 含 
样品 ( 即 不 含 糖 ) 的 空白 管 光 密 度 值 减 去 样品 测 得 的 光 密 度 值 ， 根 据 此 差 值 在 标准 曲线 上 
查 得 糖 的 含量 并 乘 以 样品 稀释 倍数 ,计算 出 单位 体积 (或 重量 ) 样 品 中 的 含 糖 百 分 量 。 


(=) Batt es 
原理 


糖 在 浓 硫 酸 作 用 下 生成 糖 醛 ， 糖 醛 与 蓝 酮 CaH4COCeH4CH: 作用 能 产生 一 种 蓝 绿 色 
的 物质 。 草 酮 法 适用 于 已 酮 糖 和 已 醛 糖 的 测定 , £ 10~100 微克 范围 内 其 颜色 的 深浅 与 
糖 的 量 成 正比 关系 。 由 于 草 酮 试剂 与 糖 的 反应 显 色 强度 随时 间 而 变化 , 因此 为 使 显 色 强 
度 一 致 必须 在 反应 后 立即 进行 测定 。 

试剂 

1. 巧 酮 试剂 100 Sx AMAT 100 SF 98% HR SRA LRH 
用 。 

2. 糖 标准 深 液 精确 称 取 10 毫克 葡萄 糖 、 果 糖 \ 木 糖 或 芒 糖 ,分 别 以 蒸馏 水 定 容 到 
100 毫升 , 使 成 100 微克 /毫升 溶液 。 


操作 步骤 

1. 糖 的 标准 曲线 的 制作 ” 取 6 支 试管 ， 分 别 加 入 100 微克 /毫升 的 糖 标准 溶液 0、 
0.15、0.30、0.45、0.60、0.75 ZF, 以 燕 饮水 补充 体积 到 2 毫升 ,使 每 管内 含 糖 量 分 别 为 0、 
15, 30, 45, 60, 75 微克 。 加 4 BH AAA, 摇 匀 ,沸水 浴 加 热 15 分 钟 , 流 动 水 冷却 后 
测 ODeo 值 。 以 含 糖 量 微克 数 为 横 座 标 ,，ODen 为 纵 座 标 制 作 标准 曲线 。 每 一 种 糖 可 各 自 
作出 相应 的 标准 曲线 。 

木 糖 在 620nm 处 吸收 值 较 小 ,采用 580nm 测 其 OD 值 。 

2. 样品 含 糖 量 的 测定 ” ” 取 待 测 样品 溶液 2 毫升 (内 含 糖 30 一 60 微克 /2 SHH HE) 
置 于 试管 内 ,加 4 毫升 草 酮 试剂 , 摇 色 后 沸水 浴 加 热 15 DH RMU AKA, 
即 在 分 光 光 度 计 上 于 波长 620nm 处 读 取 OD 值 。 以 2 毫升 水 代替 样品 波 , 如 上 同样 操作 
并 作为 空白 对 照 。 利 用 标准 曲线 计算 样品 中 含 糖 量 。 


(四 ) 纳尔逊 - 索 模 吉 试剂 比 色 法 5 
原理 


纳尔逊 - 索 模 吉 (Nelson-Somogyi) 试剂 由 硫酸 铜 、 碳 酸 钠 和 砷 钼 酸 等 组 成 。 葡 萄 糖 在 
碱 性 条 件 下 能 使 二 价 铜 离子 还 原 成 低 价 的 红色 氧化 亚 铜 ， 再 以 砷 钼 酸 溶解 并 形成 蓝 色 化 
合 物 , 蓝 色 的 深浅 与 糖 浓度 成 线性 关系 ;所 以 可 作 比 色 定 量 测定 。 

反应 如 下 : 


. 4 . 


OH-, mA 


Cutt 十 C,H1,0; C.H;,0, + Cu,0) (红色 ) 
Cu,0 + FHM > 监 色 化 合 物 
试剂 


1. (A) ” 称 取 纯 酒石酸 钾 钠 12 克 , 无 水 碳酸 钠 24 克 , 加 水 250 BH, 搅 匀 后 向 此 
液 中 缓慢 加 入 10 多 硫酸 铜 溶液 40 毫 升 和 碳酸 氢 钠 16 克 。 另 取 500 毫升 热 水 , 加 和 人 无 水 硫 
酸 钠 180 克 , 考 沸 驱逐 溢 解 的 气体 , 冷却 后 二 液 注 人 升 容量 瓶 中 混和 并 用 蒸馏 水 定 
容 至 1 升 。 长 期 存放 后 ,如 有 人 少量 红色 氧化 亚 铜 沉淀 , 可 过 滤 去 除 , 滤液 可 放 室 温 长 期 保 
eo 
2.〈B) 液 ( 纳 尔 过 显 色 剂 ) PREAMP [CNH)eMorOx - 4HO] 25 FE F450 毫 
升 蒸馏 水 ,再 缓慢 加 入 浓 硫 酸 21 毫升 。 另 取 25 毫升 蒸馏 水 溶解 砷 酸 氨 二 钠 (NaaHAsO, - 
7H,O) 3 克 ( 也 可 应 用 砷 酸 HIAsO7，M = 265.96, 1.28 克 溶 于 19.24 BIN SAUL 
中 ,再 加 水 4.75 毫升 ), 然 后 慢 慢 加 入 到 上 述 溶液 中 ,充分 混和 ，37sC 放 24 一 48 NHL 
液 逐 渐变 黄色 , 移 到 棕色 瓶 中 保存 。 
3. 葡萄 糖 标准 液 (100 微克 /毫升 ) 精确 称 取 10 毫克 葡萄 糖 ,加 蒸馏 水 定 容 到 100 
毫升 。 


RE 


1. 标准 曲线 制作 ©6100 微克 /毫升 的 葡萄 糖 标准 溶液 0、0.2、0.4、0.6* 0.8, 1.0 
毫升 ,分 别 加 大 各 试管 ,再 以 蒸馏 水 补足 各 管 到 1 SH. MA (A) 液 1 毫升 , 置 沸 水 浴 煮 
沸 10 分 钟 , 冷 却 后 加 和 人 (了 B) 液 夺 毫升 ,再 加 蒸馏 水 9.5 SH HOA 620 毫 微米 波长 比 
色 测 定 , 读 取 光 密度 值 。 然 后 以 糖 的 含量 作 横 座 标 , 相对 应 的 光 密 度 值 作 纵 座 标 绘 制 标准 
曲线 。 

2. 样品 测定 Ri Stee. SRR SHE 40 二 80 微克 /毫升 。 加 和 人 试剂 量 
和 操作 方法 同 标准 曲线 制作 。 测 得 的 光 密 度 值 在 标准 曲线 上 查 出 含 糖 量 。 


《五 ) 金 氏 (King) 定 糖 法 “ 
原理 


还 原 糖 与 碱 性 铀 试剂 在 加 热 时 能 使 二 价 铜 还 原 成 一 价 铜 的 红色 沉淀 ， 然 后 用 纳 尔 过 
(Nelson) 试剂 (含有 砷 钼 酸 的 试剂 ) 溶 解 , 使 之 成 为 稳定 的 蓝 绿色 化 合 物 。 蓝 绿色 的 深浅 
程度 与 还 原 糖 浓度 成 正比 ,所 以 可 用 比 色 法 测定 含 糖 量 。 


试剂 


1. 铜 试剂 

(A) CRB FAVS HK 0.6%): CuSO, - 5H,0 0.6 克 以 蒸馏 水 溶解 后 定 容 至 100 ZH. 

(B) 液 : 700 毫升 水 中 溶解 碳酸 氢 钠 50 Fe, 再 加 和 人 无 水 碳酸 钠 40 克 ， 使 完全 溶解 。 
另 用 120 毫升 热 水 盗 解 草酸 钾 LK (COO),- H:O] 36.8 克 。 再 另 用 100 毫升 水 溶解 酒 石 
酸 钾 钠 [KNa(CHOHCOO), - 4HO] 24 克 , 此 二 液 加 人 到 上 述 溶 该 中 ,最 后 定 容 至 1 升 。 

使 用 前 A, BRS RHE HA ROARS BRE HMMM. 

2. 纳 尔 逊 显 色 剂 450 BF 7H IMAPRE [(NH4sMoiO - 4H,O M = 1236.30] 


a ee 


也 


25 克 , 使 溶解 之 。 缓慢 加 入 浓 硫 酸 | 21 BH. HES. AA 25 毫升 水 溶解 砷 酸 氨 二 钠 
(Na,HAsO, . 7HO) 3 克 ( 也 可 用 砷 酸 HyAs,O,, M = 265.96, 1.28 HLL IN 氢 氧 化 钠 
溶液 19.24 毫升 溶解 ,再 加 入 水 4.75 毫升 ,代替 此 液 )。 二 液 混 和 后 在 37°C 保温 .24 一 48 
小 时 ,溶液 逐渐 变 黄 ,， 最 后 移 人 棕色 瓶 中 保存 。 使 用 前 以 1 体积 试剂 加 入 2 体积 蒸馏 水 
稀释 之 。 

3. 葡萄 糖 贮存 液 1 毫克 /毫升 ”0.1 克 葡 萄 糖 先 用 蒸馏 水 溶解 ,再 定 容 至 100 SF. 

4. We MEER 100 微克 /毫升 ” 取 10 毫升 上 述 贮 存 液 ， 用 蒸馏 水 定 容 至 
100 毫升 。 


操作 步骤 


1. 标准 曲线 制作 “分 别 取 100 微克 /毫升 葡萄 糖 标准 溶液 0、0.2、0.3、0.4、0.5、0.6、 
0.7 毫升 ,加 入 到 各 试管 中 ,并 用 蒸馏 水 补足 至 1 SH, 再 分 别 加 入 铜 试剂 1 毫升, 混合 后 
在 管 口 盖 一 玻璃 球 ,然后 放 在 沸水 滩 上 加 热 10 分 钟 , 迅速 冷却 到 室温 ,加 入 3 SHARD 
试剂 , 即 产生 蓝 绿色 , 再 加 入 蒸馏 水 3 毫升 , 摇 匀 后 在 620nm 波长 下 比 色 测定 ， 以 不 含 糖 
的 空白 管 作为 比 色 测定 时 的 对 照 , 读 取 各 测定 管 的 ODe。 值 。 以 葡萄 糖 含量 为 横 座 标 , 相 
应 的 光 密 度 值 为 纵 座 标 , 制 作 标准 曲线 。 

2. 样品 测定 ”” 取 待 测 样品 上 毫升 ( 含 糖 量 控制 在 40 一 60 微克 /毫升 以 后 操作 完 
全 同 标准 曲线 。 样 品 测定 可 并 列 作 三 个 以 便 纠 正 误差 。 将 样品 所 测 的 光 密 度 值 , 在 标准 
曲线 上 查 得 含 糖 量 , 然后 按 样品 的 稀释 倍数 计算 出 单位 体积 或 重量 ) 中 糖 的 含量 。 


(A) BT RHE” 
原理 


本 法 是 采用 哈 丁 (Harding) 试剂 来 测定 葡萄 糖 的 一 种 滴定 法 。 哈 丁 试剂 有 三 部 分 组 
成 : A 波 中 有 硫酸 铜 ;了 B 被 是 含有 碘 酸 钾 的 酒石酸 盐 溶液 ,具有 缓冲 作用 。 在 测定 前 A 该 
与 B 滚 等 量 相 混 。 在 加 热 条 件 下 , 试剂 和 葡萄 糖 反应 ,使 二 价 铀 还原 为 一 价 铜 , 而 一 价 的 
低 铜 又 被 试剂 中 碘 重 氧化 。 所 以 只 要 用 硫 代 硫 酸 钠 滴定 法 测定 反应 体系 中 碘 的 消耗 量 即 
可 求 得 糖 的 量 。 
试剂 
1. 哈 丁 试 齐 
A 液 : 0.6% 硫酸 铜 溶液 , 6 克 CuSO, - 5HO 以 蒸馏 水 溶解 并 定 容 至 100 毫升 。 
BR: 用 分 析 纯 试剂 配制 ,每 1 升 中 含有 : 
24 克 oR 
40 克 ， 无 水 碳酸 钠 
50 5c TRA 
36.8 5 | 草酸 钾 
1.4 5c 碳酸 钾 | 
碳酸 氧 钠 放 在 约 700 毫升 蒸馏 水 中 溶解 ,再 加 入 碳酸 钠 使 混和 溶解 。 草 酸 钾 另 用 120 
毫升 温水 溶解 , 并 加 入 到 上 述 溶液 中 。 酒 石 酸 钾 钠 用 100 毫升 水 溶解 ,也 加 和 人 到 上 述 溶 洲 


o iy ie 


中 。 最 后 加 入 固体 碘 酸 钾 , 使 完全 溶解 , HHROKRAREAS IS, 静 置 后 可 能 有 沉 
淀 析出 ,但 对 试剂 性 质 不 影响 ,可 过 滤 去 除 。 

应 用 前 ALB 二 液 等 量 混 合 ,但 必须 将 A 液 在 边 加 边 摇 状 况 下 逐 滴 地 加 入 到 了 液 中 5 

2.2% BALAK 2 克 碘 化 钾 溶 解 后 加 水 至 100 毫 升 。 此 试剂 需 新 鲜 配制 。 

3.2N 硫酸 - 

4. 0.1V 硫 代 硫酸 钠 深 液 25 克 硫 代 硫 酸 钠 (Na2S;O; . 5H,0, M = 248.2) 溶解 在 
水 中 后 定 容 至 1 升 (每 升 中 加 入 1 SH 20% 碳酸 钠 和 10 毫升 成 醇 可 以 防腐 )。 此 液 用 碘 
量 法 来 标定 ,但 在 本 法 中 可 以 不 必 标定 。 

5. 0.005N 硫 代 硫酸 钠 深 流 25 毫升 0.1V 硫 代 硫 酸 钠 溶液 用 蒸馏 水 稀释 至 500 毫 
升 。 此 流 一 般 不 能 长 期 保存 。 

6. 葡萄 糖 标准 深 液 (1 毫克 /毫升 ) ， 精确 称 100 毫克 干燥 恒 重 的 纯 葡 萄 糖 ,以 蒸馏 
水 溶解 后 定 容 至 100 毫升 。 
RPA 1 克 淀 粉 先 用 少量 冷水 溶解 ,然后 加 入 到 100 毫升 沸水 中 ,继续 者 
沸 数 分 钟 成 透明 液 

操作 步骤 

1. 标准 曲线 制作 分别 吸取 标准 葡萄 糖 液 (1 毫克 /毫升 ) 0、0.1、0.2、0.3、0.4、 
0.5、0.6 毫升 加 到 各 大 试管 中 , 并 用 蒸馏 水 补足 到 3 毫升 。 各 管 含 糖 量 分 别 为 200、300、 
400、500 和 600 微克 。 各 管 分 别 加 入 Harding 试剂 1 ZH, ESOS, HK 
In 10 分 钟 后 在 流水 中 冷却 ; 再 加 入 碘化钾 溶液 1 毫升 ，2XN 硫酸 工 毫 升 , ROR. 
0.005N 硫 代 硫 酸 钠 溶 液 滴 定 ， 待 溶液 呈 淡 黄色 时 ， 加 入 淀粉 指示 剂 一 滴 ， 这 时 溶液 呈 
蓝 色 ,然后 继续 滴定 至 蓝 色 消失 , 记 下 各 管 所 耗 的 硫 代 硫 酸 钠 量 。 空白 管 滴定 值 (A) 是 
反映 试剂 中 含有 的 碘 量 ,不 同 浓度 标准 葡萄 糖 测 定 管 所 耗 的 硫 代 硫 酸 钠 量 (B) 是 反映 剩 
余 的 碘 量 ,只 要 将 (A) wt (B) 即 为 某 一 浓度 葡萄 糖 和 Harding 试剂 反应 时 所 耗 的 碘 量 。 

以 葡萄 糖 的 微克 数 为 横 座 标 , 相 对 应 葡萄 糖 名 含量 所 耗 的 碘 量 为 纵 座 标 ,作出 标准 曲 
线 。 

LBW WME 3 SH (SEE 300 一 500 微克 /3 毫升 ), 和 标准 曲线 制 
(E— PARE, 把 测 样品 所 得 的 硫 代 硫 酸 钠 滴定 值 (B) MAAS (A) 的 差 值 ， 在 标准 曲线 
上 坦 出 糖 量 , 并 按 样 品 稀释 倍数 计算 出 单位 体积 中 糖 的 含量 。 


(七 ) 3, 5- 二 硝 基 水 杨 酸 目测 法 @ 
原理 


葡萄 糖 能 与 3，5- 二 硝 基 水 杨 酸 钠 盐 在 碱 性 条 件 下 产生 颜色 反应 ,颜色 深浅 与 糖 的 含 
量 成 正比 。 依据 不 同 浓度 的 标准 葡萄 糖 溶液 与 3，5- 二 硝 基 水 杨 酸 钠 盐 作用 后 的 标准 色 
管 可 作 比 色 测 定 。 


试剂 
1. 标准 葡萄 糖 深 深 40.2 和 多) ”精确 称 取 200 毫克 葡萄 糖 ， 以 水 溶解 并 定 容 至 100 毫 
升 。 


2.3, S-LAAERK 1H RA IE MK 
(a) 酒石酸 钾 钠 结晶 400 克 溶 解 于 600 SH MAK. Baa 13 克 加 热 使 咨 并 


与 前 者 混和 ,以 水 定 容 至 1 升 。 
COONa 


(b) 3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 钠 os Saige 12 克 溶 于 700 毫升 60% HR ARI 


NO, 
水 中 ,加 入 到 上 述 溶液 中 , 混和 后 会 有 黄色 沉淀 产生 。 
(c) BMA WRRAW 6 克 , 使 充分 混和 。 
(d) 加 入 2.5N SAH 300 毫升 ,充分 混和 ， 使 黄色 沉淀 溶解 。 溶液 贮存 于 棕色 瓶 
中 ,一 周 后 使 用 。 放 置 4 一 5 月 后 ,可 能 产生 沉淀 ,可 过 滤 后 取 滤 和 被 使 用 。 


操作 步骤 


C1) 标准 葡萄 糖 比 色 管 制作 : 分 别 取 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5 和 3.0 毫升 .02 Big 
糖 标准 溶液 ， 用 考 沸 并 冷却 的 蒸馏 水 补足 到 4 毫升 ， 各 管 含 糖 量 分 别 为 1、2、3、4、5、6 
毫克 ,再 分 别 加 入 3，5- 二 硝 基 水 杨 酸 钠 盐 试 剂 4.0 SF, IBA CER KY _LIms 3 BSH, . 
RARAKHYEA, MARMMESSMMMA. AAR Ke. ww, PBB. BRA 
管 封口 后 作为 标准 比 色 管 

(2) 取 待 测 样品 4 毫升 (六 含量 可 控制 在 标准 比 色 管辖 度 范围 内 ) 加 人 3; 5- 二 硝 
基 水 杨 酸 钠 试 剂 4 毫升 ， 沸水 洽 加 热 三 SH, MRD ARS WE KAB ER, AAT 
求知 糖 的 量 。 


CIN) 3，5- 二 硝 基 水 杨 酸 比 色 法 
原理 


单 糖 都 是 还 原 糖 ， 双 糖 和 多 糖 就 不 一 定 是 还 原 糖 ,根据 单 糖 、 双 糖 和 多 糖 的 溶解 度 不 
同 的 性 质 可 以 把 还 原 糖 和 非 还 原 性 糖分 离开 ， 再 利用 酸 使 没有 还 原 性 的 双 糖 和 多 糖 彻底 
水 解 成 具 还 原 性 的 单 糖 ， 通 过 3，5- 二 硝 基 水 杨 酸 试剂 与 还 原 糖 的 呈 色 反应 ,， 即 可 以 分 光 
光度 法 测定 样品 中 还 原 糖 和 总 糖 的 含量 。 

多 糖水 解 后 ， 葡 萄 糖分 子 残 基 上 加 了 一 份 水 ， 因 而 在 结果 计算 中 须 扣 除 已 加 类 的 水 
量 , 测 定 所 得 总 糖 量 乘 以 0.9 即 为 实际 样品 中 总 糖 量 。 

试剂 于 3 
101% 葡萄 糖 标准 液 ARR 90; 烘 至 恒 重 的 葡萄 糖 100 毫克 ;以 蒸馏 水 溶 
解 并 定 容 到 100 毫升 ,使 成 .1000 微克 /毫升 。 

2. 3，5- 二 硝 基 水 杨 酸 试剂 6.3 克 3，5- 二 硝 基 水 杨 酸 和 262 毫升 2VINaOH 加 到 
酒石酸 钾 钠 的 热 盗 液 中 (182 克 酒 石 酸 钾 钠 溶 于 500 毫升 蒸馏 水 ), 再 加 5 克 重 蒸 酚 和 5 克 
亚硫酸钠 于 上 述 溶 沪 内 ,搅拌 使 溶解 。 冷 却 后 以 蒸馏 水 定 容 到 1000 SH TRAMP. 

3. 6N HCl, 

4, 6N NaOH, 


e* 8 。 


RETR 


1. 葡萄 糖 标准 曲线 的 制作 ，” 取 5 支 试管 ， 分 别 加 入 1000 微克 /毫升 的 标准 葡萄 糖 
溶液 1、2、4、6、8 毫升 ,以 蒸馏 水 补体 积 到 10 毫升 。 得 到 一 系列 不 同 浓度 的 标准 葡萄 糖 
溶液 ,他 们 的 浓度 各 是 100、200、400、600、800 微克 /毫升 。 

分 别 吸 取 上 述 不 同 浓度 葡 葡 糖 溶液 0.5 毫升 于 5 支 试 管内 , 另 取 1 支 试管 加 入 ISS 
升 蒸馏 水 。 FLA 6 管内 均 加 入 0.5 毫升 3, 5- 二 硝 基 水 杨 酸 试剂 并 混合 均匀 。 HKE 
加 热 5 分 钟 后 取出 以 流动 水 冷却 ， 每 管内 再 加 蒸馏 水 4 毫升 ， 摇 匀 。 在 分 光 光 度 计 上 于 
540 毫 微米 处 读 取 光 密度 值 。 

以 葡萄 糖 含 量 (微克 ) 为 横 坐 标 , 相 应 光 密 度 值 为 纵 坐 标 作出 标准 曲线 。 

2. 山芋 粉 样品 中 还 原 糖 的 提取 ”精确 称 取 山芋 粉 1 克 , 放 在 小 烧杯 中 , 先 以 少量 水 
调 成 糊 状 ,然后 加 50 一 60 SF, 50° 保温 20 分 钟 后 , 以 水 定 容 到 100 SH WR 
为 还 原 糖 提取 流 , 待 测 。 

3. 山芋 粉 样品 中 总 糖 的 水 解 及 提取 ”精确 称 取 山 芋 粉 0.5 克 ， 放 在 大 试管 中 ,加 
6N HCI 10 毫升 ,水 15 毫升 ,沸水 浴 加 热 半 小 时 , 冷却 后 以 6V NaOH 调 pH 至 中 性 〈 以 
pH 试纸 检查 )。 以 水 定 容 到 100 SH, We. MRK 10 毫升 于 100 SHARIN, 
以 水 定 容 到 100 毫升 , 待 测 。 

.4 山芋 粉 样品 中 含 糖 量 测定 RT XMAS. 3 支 试管 内 加 0.5 毫升 还 原 糖 提取 液 ， 
3 支 试 管内 加 05 毫升 总 糖水 解 洲 , | 支 试管 内 加 0.5 毫升 水 ， 然 后 同 标准 曲线 一 样 操作 ， 
并 在 标准 曲线 上 求 得 相应 的 还 原 糖 含量 并 按 下 式 计 算出 山芋 粉 内 所 含 还 原 糖 与 总 糖 的 百 
分 性 2 
_ 还 原 糖 毫克 数 X 样 品 稀释 倍数 
还 原 糖 多 = Teer ee x 100 


ey = 7K AFF J 8 eS 2S SK X FE i EL 0.9x 100 
样品 毫克 数 X 0.5 


二 、 含 醛 基 糖 的 测定 


(一 ) 次 亚 碘 酸 滴定 法 巴 
原理 
矶 在 碱 性 溶液 中 生成 具有 强 氧 化 性 的 次 碘 酸 盐 , 它 能 与 醛 糖 反应 ,使 葡萄 糖 氧化 生成 
葡萄 糖 酸 。 对 酮 糖 无 反应 ,因此 本 法 不 能 用 来 测定 果糖 。 
RCHO + I, + 3NaOH——>RCOONa + 2Nal + 2H,O 
RE HS 糖 酸 盐 
I, 十 2Na,S,0;—>Na,S,0, + 2Nal 
利用 过 量 的 碘 在 碱 性 条 件 下 氧化 醛 糖 ,形成 糖 酸 。 然 后 用 硫 代 硫 酸 钠 滴定 剩余 的 碘 ， 
即 可 求知 葡萄 糖 量 。 
本 法 可 测定 1 一 6 毫克 葡萄 糖 量 , 常 应 用 来 测定 糖化 型 淀粉 酶 活力 。 


试剂 

1.2% 可 溶性 淀粉 洲 液 ”“” 称 取 2 克 可 溶性 淀粉 , 先 用 冷水 调 成 乳 浆 状 , 倾 大 100% 
升 沸水 中 ,在 搅拌 下 加 热 至 沸 , 直 到 溶 被 旦 透明 为 止 。 

2. 3N 硫酸 

3.0.15N AA MAKRK 

4.0.005N 硫 代 硫 酸 钠 深 液 MHL 12.5 semi Rt (Na,S,O, -5H,0) BTA 
过 的 冷 蒸馏 水 中 , 加 碳酸 钠 0.2 克 、\ 溶 解 后 用 上 述 蒸馏 水 定 容 至 工 升 。 一 周 后 用 碘 酸 钾 标 


定 。 

标定 用 0.1N 碘 酸 钾 溶 液 ”将 碳酸 钾 在 104” TRIN, 稍 冷却 后 移 人 王 燥 器 中 , 冷却 后 称 取 3.567 克 , 定 
容 至 1 升 。 

硫 代 硫 酸 钠 溶 液 标 定 取 0.1N 碘 酸 钾 溶 液 10 毫升 ,加 入 碘化钾 0.3 克 , 溶解 后 加 入 2XN 硫酸 2 毫升 ， 然 后 用 
待 标定 的 0.05N 硫 代 硫酸 钠 滴定 至 痰 黄色 ,加 292 CHBK1 滴 ; 继 续 滴 定 至 无 色 。 

计算 


NCE) = Ee 


5. 0.1N By PRIOR PRE FRIA F100 BAR BKH MAM EM. AR RMA 35 
盐酸 定 容 至 1 升 。 此 液 要 进行 标定 。 
0.1N 磺 液 的 标定 准确 吸取 10 BHR ERR, BA 250 毫升 的 碘 量 瓶 中 ,以 标定 好 的 0.05XN 硫 代 硫酸 
钠 溢 液 滴定 至 淡 黄 色 , 加 292 淀粉 液 一 滴 , 继 续 滴定 至 无 色 。 
计算 
N (Bite) = NRE CREED 


如 果 在 实验 中 作 一 标准 曲线 、 硫 代 硫 酸 钠 溶 液 和 碘 牙 就 不 必 进 行 标 定 。 
6. 葡萄 糖 标准 液 (1 毫克 /毫升 ) MISC 于 燥 过 的 葡萄 糖 100 SKA 
水 后 , 定 容 至 100 毫升 。 


操作 步骤 


1. 标准 曲线 制作 ”在 各 碘 量 瓶 中 分 别 加 人 0, 1, 2, 3.4.5 毫升 标准 葡萄 糖 液 (1 
毫克 /毫升 ), 每 瓶 含 1、2、3、4、5 毫克 糖 量 , 并 分 别 加 蒸馏 水 补足 到 5 毫升 ,加 0.1X HK 
5 毫升 , 摇 匀 后 滴 加 0.15N BAS 毫升 , 放 暗 处 15 一 20 分 钟 , 然后 加 3N 硫酸 2 毫升 
酸化 反应 液 。 在 10 毫升 微量 滴定 管 中 用 0.05N 硫 代 硫 酸 钠 滴定 反应 液 至 淡 黄 多 5 加 2 多 
淀粉 指示 剂 一 滴 , 继续 滴定 至 蓝 色 消 失 。 "ESS EES i 
差 值 作为 纵 座 标 ,以 相对 的 糖 含量 为 横 座 标 、 绘 制 标准 曲线 。 

2. 样品 测定 RS SAMARAS Be YMRS 1.5 一 2.5 毫克 /5 毫升 左 
右 ) 在 碘 瓶 中 ,加 0.1V BRI 5 毫升 , 摇 匀 后 滴 加 0.15V 氧 氧 化 钠 5 毫升 并 如 标准 曲线 操作 
一 样 ,最 后 将 空白 滴定 值 减 去 样品 滴定 值 ,根据 其 差 值 在 标准 曲线 上 查 出 含 糖 量 。， 


计算 
若 不 作 标准 曲线 ,样品 中 葡 葡 糖 含 量 可 以 下 式 求知 : 


sw 人 


葡萄 糖 量 多 = (oy — v) x 0.009 x d x SO x 全 


式 中 wm 为 空白 消耗 硫 代 硫 酸 钠 毫升 数 ; "为 样品 消耗 硫 代 硫 酸 钠 毫升 数 ; 2 为 稀释 
IL; x 为 取样 测定 毫升 数 ; 0.009 为 0.1N 碘 液 与 葡 葡 糖 关 系 常数 (因为 IN 碘 与 半分 子 
六 碳 醛 糖 反应 ,所 以 ON 碘 液 , 相 当 于 0.009 克 六 碳 醛 糖 ); 0.1 为 碘 的 当量 浓度 , N 为 硫 
代 硫 酸 钠 当量 浓度 。 


(=) SRR BR 
原理 
芳 胺 类 (如 苯胺 、 联 苯胺 ,2- 氨 基 联 苯胺 和 邻 甲 森 胺 等 ) 能 在 加 热 的 醋酸 溶液 中 与 已 本 


糖 呈 显 色 反应 , 应 用 最 广 的 是 邻 甲苯 胺 。 己 醛 糖 在 酸性 和 加 热 条 件 下 先 起 脱水 作用 生成 ， 


5- 羟 甲 基 -2- 哮 喃 甲醛 ,再 与 邻 甲苯 胺 缩合 成 芳香 族 第 一 级 胺 ,青色 的 雪夫 氏 (Schiff) 碱 。 
其 最 大 吸收 波长 在 630 毫 微米 。 


CHOH-—CHOH . CH—cH ie 
| | 
HO—H,C—CHOH CHOH: cHo _™& C  CH—CHO 
HOH 


SAK has &) 
本 法 可 测定 0.05 一 0.6 毫 区 葡萄糖 量 。 灵敏 度 和 正确 性 都 较 好 ， 对 葡萄 糖 的 特异 性 
高 * 也 可 对 麦芽 糖 ,甘露 糖 ` 鼠 李 糖 . 基 糖 5 乳糖 进行 测定 。 


试剂 

1. 邻 甲 基 茶 胺 试剂 ”硼酸 0.55 克 溶 于 212.5 毫升 热 冰 醋酸 中 ,加 入 1.25 克 硫 腺 , 溶 
解 后 冷却 ,加 和 人 邻 甲 葵 胺 37.5 毫升 , 配 成 250 毫升 。 

2. 葡萄 糖 贮存 液 〈10 毫克 /毫升 ) ”精确 称 取 1 克 干 燥 过 的 葡萄 糖 , 用 0.3 多 苯 甲 酸 
溶 滚 定 容 至 100 毫升 。 

3. 葡萄 糖 标准 液 (1 毫克 /毫升 ) 取 葡 葡 糖 贮存 液 10 毫升 ;用 0.3 匈 葵 甲 酸 定 容 至 
100 毫升 。 

4030 PRK ， 3 克 共 甲酸 裕 于 沸水 中 并 定 容 至 1 升 。 


操作 步骤 


1 标准 曲线 制作 “吸取 标准 葡萄 糖 液 (1 毫克 /毫升 ) 0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5、 
0.6 毫升 分 别 加 和 各 试管 中 ,并 用 蒸馏 水 分 别 补足 至 2 毫升 ,加 4 毫升 邻 甲苯 胺 试剂 . 摇 和 多 
后 在 沸水 浴 中 加 热 8 分 钟 ,冷却 后 在 波长 630 毫 微米 处 , 读 取 光 密度 值 。 

以 糖 的 含量 为 横 坐 标 , 相 应 的 光 密 度 值 为 纵 坐 标 , 绘 制 标准 曲线 e 

2. 样品 测定 ， 取 待 测 样品 溶液 2 毫升 ( 含 糖 量 控制 在 0.1 一 0.2 毫克 /毫升 ), 加 和 人 试 
剂量 和 操作 方法 同 标准 曲线 , 将 样品 所 测 光 密度 值 在 标准 曲线 上 查 得 含 糖 量 。 HRA 


| 和， 


PRAM RAR TRAE ee ho 

讨论 

本 法 对 醛 糖 有 特异 性 ,在 相同 克 分 子 浓 度 下 也 可 测 半 乳 糖 ` 甘 露 糖 ` 乳 糖 `, 麦 芽 糖 和 阿 
拉 伯 糖 , 半 乳 糖 和 甘露 糖 的 显 色 强度 同 葡 萄 糖 , 其 他 糖 的 显 色 强 度 都 低 于 葡萄 糖 。 戊 糖 和 


QB AAS ie BS Be RAI TES RK. APH KBR C 对 试剂 无 干扰 ， 低 浓 度 血 
红 和 蛋白 和 胆 红 素 对 测定 也 无 明显 影响 。 


三 、 葡 萄 糖 的 测定 
(一 ) 葡萄 糖 氧化 酶 测定 法 
原理 
p-D 葡萄 糖 在 葡萄 糖 氧 化 酶 催化 下 ,氧化 成 葡萄 糖 酸 , 并 产生 一 分 子 过 氧化 氢 .。 
HO H COOH 
RE | 
H-—;C-0OH 


H—C—OH Gy ae 


HO—C—H 09 +O, + H,0 Ea BSAC abe + H,0, 


| 
一 人 一 站 和 


| cnet 
CH,OH wane 
6-D 葡萄 糖 


过 氧化 所 在 过 氧化 物 酶 催化 下 ， SICA tk — OREM (o-Tolidine, =F 
二 氮 基 联 葵 ) 产 生 有 色 化 合 物 。 
在 有 足 量 的 葡萄 糖 氧化 酶 和 过 氧化 物 酶 存在 的 情况 下 ， 形 成 有 色 化 合 物 的 量 和 葡萄 
糖 的 量 成 正比 ,以 此 作为 定量 测定 葡萄 糖 的 依据 。 本 法 对 葡萄 糖 有 特异 性 , 本 4 
在 的 情况 下 对 葡萄 糖 进行 测定 。 


试剂 

1.1% 邻 联 甲 茶 胺 深 液 工 克 邻 联 甲 苯胺 咨 于 100 毫升 无 水 乙醇 , 贮 于 棕色 瓶 中 。 

2. 醋酸 缓冲 溶液 (pH5) 300 毫升 0.15N BSR (8.7 STU BE ASIF). 
700 毫升 0.15N BERR (20.4 克 CH;,COONa- 3H, 定 容 至 1 升 ) 相 混 后 , 调 pH 至 
4.9—5.1 〈 用 氢 氧 化 钠 和 盐酸 调节 )。 

3. 葡萄 糖 氧 化 酶 〈Miles Laboratori es Inc.) HE His Il Fi] , KF 4s%C 

4. 过 氧化 物 酶 辣 根 过 氧化 物 酶 10 毫克 溶 于 10 SAK MAC 保存 (可 保存 二 
周 ) 

5. 含 邻 联 甲 茶 胺 试剂 150 毫升 pH5 酯 酸 盐 缓冲 液 ，1 毫升 葡萄 糖 氧化 酶 溶 补 ,1 
毫升 过 氧化 物 酶 ，!1 SH 1% 邻 联 甲 共 胺 盗 沾 ,混合 后 保存 在 4%cC， 可 存放 七 周 。 

6. 标准 葡萄 糖 溶 液 100 毫克 干燥 的 葡萄 糖 盗 于 100 毫升 0.3 多 安息 香 酸 次 被 ( 安 
BBB 0.3 克 溶 于 100 毫升 水 ), 成 1 毫克 /毫升 。 


a ae 


EDR 


取 三 支 试管 , 按 如 下 顺序 操作 

SAB Aik 1 毫升 

标准 管 ” 标 准 葡 芍 糖 深 液 1 毫升 

测定 管 ” 待 测 样品 (例如 无 蛋白 血 滤 流 ) 1 毫升 

待 测 料 品 含 糖 量 控制 在 400 一 600 微克 /毫升 。 每 隔 半分 钟 依次 向 上 述 各 管 加 入 含 邻 
_ 联 甲 茶 胺 试剂 5 毫升 ,立即 混和 并 准确 反应 10 分 钟 (和 夏季 反应 时 间 可 缩短 ,在 波长 625 
毫 微米 处 , 仍 以 每 隔 半分 钟 ,分别 读 取 光 密度 值 , 以 空白 管 作为 比 色 时 的 对 照 。 


计算 


p> 测定 管 光 密度 
葡萄 糖 ( 毫 克 多 ) 认定 管 光合 主 X 稀 释 倍数 X 100 


(=) 在 硅胶 G 薄 层 上 的 分 离 鉴 定 及 定量 测定 oo 
原理 


硅胶 G 是 一 种 添加 了 粘 合剂 的 硅胶 粉 , 约 含有 12 一 13 多 的 石膏 〈CaSO)， 糖 在 硅胶 
G 薄 层 上 的 移动 速度 与 糖 的 分 子 量 和 羟基 数 有 关 。 经 过 合适 的 溶剂 展开 后 , 糖 在 薄板 上 的 
移动 速度 是 成 糖 > 已 糖 之 双 糖 > 三 糖 。 若 用 硼酸 溶液 调制 硅胶 G 可 改进 分 离 效 果 。 对 已 
分 开 的 斑点 显 色 , 而 将 与 它 位 置 相 当 的 另 一 个 未 显 色 的 斑点 从 薄 层 上 与 硅胶 G 一 起 刮 下 ， 
以 适当 溶剂 将 糖 从 硅胶 G 上 洗 脱 下 来 ; 即 可 用 糖 的 定量 测定 方法 测 出 各 组 分 的 含 糖 量 。 

试剂 

1.1% 糖 的 标准 溶液 ”精确 称 取 木 糖 、 葡 葡 糖 、 果 糖 和 蔗糖 各 100 毫克 ， 分 别 用 
75% 乙醇 定 容 到 10 毫升 ,使 成 10 微克 / 微 升 的 溶液。 

2. 0.1M 硼酸 〈(H;BO;)。 

3. EEA «© 氧 仿 :甲醇 一 60:40GV/V)。 

4. RAL RRR EEA 工 克 二 苯胺 , 1 毫升 苯胺 ,5 毫升 85% 磷酸 溶 于 50 
毫升 丙酮 。 

5. MAR) 100 AIM 100 毫升 98 多 硫酸 (此 试剂 必须 现 用 现 配 )。 


操作 步骤 


1. 硅胶 G 薄 层 的 制备 称 取 硅 胶 G 粉 30 克 ,加 ?75 毫升 0.1M 硼酸 溶液 ， 调 匀 后 铺 
于 洁净 的 玻 板 上 ，, 约 可 铺 10 x 20 厘米 薄板 四 块 , 5 X 20 厘米 薄板 一 块 。 铺 层 后 的 薄板 
放 在 100"c 烘箱 中 烘 干 ,取出 后 放 在 干燥 器 中 备用 。 

2. 糖 在 硅胶 G 薄 层 上 的 分 离 B10 x 20 厘米 硅胶 G 薄板 一 块 ,在 距 底 边 1.5 厘 米 
处 作 四 个 记号 ,相互 间隔 为 2 厘米 。 每 个 记号 上 分 别 点 上 1 微 升 各 种 标准 糖 溶液 ,点 子 的 
直径 约 2 毫米 。 待 薄 层 上 样品 自然 干燥 后 把 薄 层 玻 板 放 到 盛 有 层 析 深 剂 ( 氯 仿 :甲醇 ) 的 
层 析 人 缸 中 , 当 展 层 溶 小 到 达 离 薄板 顶端 1 厘米 处 时 取出 薄板 ,在 60°C HE 2 一 3 小 时 , 除 尽 


* 13) 6 


YS Fill Fa 39 SHON LAR AR — AE ee A fF], 85°C BE 10 分 钟 , 各 种 糖分 别 显 出 不 同 颜色 
的 斑点 。 记 下 各 斑点 的 颜色 和 Re 值 。 

3. 糖 的 定量 测定 ”” 取 五 块 10 X 20 厘米 硅胶 G 薄 层 板 , 用 大 头 针 在 每 块 板 赴 每 间 
隔 2 厘米 处 作 上 记号 , 每 块 板 上 点 相同 的 五 个 样 。 五 块 硅胶 G 薄板 上 上 分别 点 1、2、3、4、 
5 微 升 的 1% 糖 标准 溶液 五 点 ， 使 含 糖 量 各 为 10、20、30、40、50 微克 。 UR 
剂 展 层 , 待 溶剂 前 沿 到 达 离 顶端 1 厘米 处 时 取出 。 取 尽 溶剂 后 ,每 块 板 中 间 三 个 样品 层 析 
部 位 的 玻璃 盖 住 , 左右 二 边 层 析 部 分 用 苯胺 -二 苯胺 -磷酸 显 色 进 行 定 位 。 根据 已 显 色 斑 
点 的 位 置 , 用 刀片 刮 下 中 间 三 个 样品 相应 部 位 的 硅胶 G 并 放 在 试管 中 , 同时 在 空白 区 刮 下 
相同 面积 的 硅胶 G 作 测 定时 的 空白 对 照 用 ,于 上 述 各 管内 加 1 毫升 蒸馏 水 ,室温 归 提 了 工 小 
时 后 过 泪 , 取 滤 芒 并 加 2 SF SAARI A KAM 15 分 钟 ,冷却 后 在 波长 620nm 处 
测 其 OD 值 ， 求 出 各 种 含 糖 量 的 ODeo 平均 值 。 以 含 糖 微克 数 作 横 座 标 ，ODex 平均 值 作 
纵 座 标 , 画 出 标准 曲线 。 以 同样 方法 分 别 作出 各 种 糖 的 标准 曲线 。 

待 测 溶液 按 上 述 方法 进行 层 析 后 部 分 显 色 ,确定 分 离 所 得 斑点 的 层 析 后 部 位 ,并 通过 
Re 值 或 与 标准 糖 的 层 析 图 谱 比 较 确 定 是 何 种 糖 ， 然 后 在 未 显 色 的 薄 层 相应 位 置 刮 下 相同 
面积 的 硅胶 G, 按 标准 曲线 制作 方法 同样 操作 ,得 到 的 ODe。 值 可 利用 相应 的 糖 的 标准 曲 ， 
线 求 出 该 糖 的 含量 ,并 能 计算 待 测 溶液 中 各 种 糖 所 占 的 百分比 。 


四 、 果 糖 的 测定 一 一 钥 酸 贸 比 色 法 上 


原理 


在 酸性 条 件 下 钼 酸 铵 与 果糖 能 生成 蓝 色 化 合 物 。 在 一 定 糖 浓度 范围 内 , 所 形成 的 蓝 
色 深 浅 与 含 糖 量 成 正比 。 
本 实验 操作 方法 简便 ,灵敏 度 也 好 ,适宜 对 10 一 100 微克 /毫升 糖 量 的 测定 。 


测定 


1. Be A 

A i (GSN 硫酸 ) 取 140 毫升 浓 硫 酸 加 和 人 到 860 毫升 蒸馏 水 中 。 

B i (16 % FARRIS EN 80 克 钼 酸 铵 ,溶解 在 水 中 并 定 容 至 500 BH. 

使 用 前 ,将 上 述 A 液 和 B 液 等 量 相 混和 即 成 。 

2. 果糖 标准 溶液 (100 微克 /毫升 ) 精 确 称 取 真 空 干燥 (55%C) 24 小 时 的 果糖 0.1 FE 
溶 于 100 毫升 水 ,使 成 1 毫克 /毫升 果糖 标准 液 。 然 后 再 稀释 10 倍 成 100 bcc Tein 
果糖 溶液 。 


操作 步骤 


1. 标准 曲线 制作 = ER 100 微克 /毫升 的 标准 果糖 溶液 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 
1.0 毫升 到 各 试管 中 ,并 用 蒸馏 水 补足 到 2 毫升 , 各 管 含 果 糖 量 分 别 为 0\、 10、20、40、60、 
80、100 微克 ,然后 加 入 4 毫升 显 色 剂 , 摇 匀 后 放 80sc 水 浴 保 温 30 分 钟 , 冷 却 后 在 650 毫 
微米 波长 分 别 测定 光 密 度 值 。 然 后 以 各 果糖 含量 作 横 座 标 ,相对 应 的 光 密 度 值 作 纵 座 标 ， 
绘制 标准 曲线 。 


a #4 % 


2. 样品 测定 | 2 PME REE 20 一 40 微克 /毫升 ,加 和 人 试剂 量 和 
操作 方法 同 标准 曲线 制作 , 测 得 的 样品 光 密 度 值 在 标准 曲线 上 查 出 果糖 含量 。 


讨论 
本 法 对 果糖 测定 较 灵 敏 ,快速 。 对 蔗糖 也 有 显 色 反应 ,在 相同 浓度 范围 内 也 成 直线 关 


系 , 但 呈 色 反应 较 果 糖 浅 , 光 密度 值 比 果糖 低 。 对 葡萄 糖 在 相同 浓度 范围 内 几乎 没有 显 色 
反应 ,所 以 此 法 不 能 测定 葡萄 糖 。 


五 、 蔗 糖 的 测定 Roe 比 色 法 13] 


六 碳 糖 与 浓 盐 酸 作用 产生 羟 甲 基 糠 醛 、 但 酮 糖 比 醛 糖 产 生 的 产 甲 基 糠 醛 的 量 要 多 得 
多 (1 一 1.5% 酮 糖 与 20% 醛 糖 所 产生 的 羟 甲 基 糠 醛 量 相等 )o。 ARERR EERE 
下 和 酚 类 化 合 物 一 一 间 葵 二 酚 形成 鲜红 色 。 此 反应 在 一 定 条 件 下 为 酮 糖 所 特有 ，, 所 以 可 
作为 酮 糖 测定 的 依据 。 近年 来 有 人 采用 氢 氧 化 钠 来 破坏 植物 组 织 中 的 果糖 , 而 没 用 间 苯 
.二 酚 法 来 定量 测定 蔗糖 。 采 用 此 法 只 要 将 植物 组 织 , WHT. RA RRR AA 
用 82 狗 热 乙 醇 多 次 抽 提 ,除去 乙醇 的 提取 波 即 可 直接 用 来 定量 测定 莽 糖 ,提取 让 中 尽管 同 
时 存在 果糖 ` 葡 葡 糖 或 麦芽 糖 等 但 不 影响 蔗糖 的 测定 。 本 法 对 色素 较 少 的 组 织 误差 甚 少 。 
其 测定 范围 在 40 一 300 微克 。 | 


试剂 

LXER “0.1 克 间 苯 二 酚 用 6X 盐酸 溶液 溶解 后 定 容 至 100 毫升 。 
2.10N 盐酸 

3.2N 氢 氧 化 钠 


4. 蔗糖 标准 深 液 〈!1 毫克 /毫升 ) ”精确 称 取 0.10 克 恒 重 蔗 糖 0.1 克 以 蒸馏 水 溶解 
并 定 容 至 100 毫升 。 


操作 步骤 


1. 标准 曲线 制作 ”，” 先 用 水 把 1 毫克 /毫升 芒 糖 标准 溶液 稀释 成 0.4 毫克 /毫升 芒 糖 
溶液 ,然后 吸取 0、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、0.9 毫升 ,分别 加 入 各 试管 ,再 用 蒸馏 水 使 各 管 
补足 到 0.9 毫升 。 各 管 中 含 蔗糖 量 分 别 为 0、40、80、160、240、320、360 微克 ， 各 管 中 分 
别 加 入 0.1 毫升 2V 氢 氧 化 钠 溶 沪 ( 氨 氧化 钠 的 最 终 浓度 为 0.2V), 混 和 后 在 100% 沸 水浴 
中 加 热 10 分 钟 , 立即 在 流水 中 冷却 。 再 加 入 间 葵 二 酚 溶 液 1 ZH. 10N 盐酸 3 毫升 , 摇 
匀 后 放 80°c 水 浴 中 加 热 8 分 钟 , 冷 却 后 在 500 毫 微米 波长 处 测 光 密度 值 。 以 莽 糖 含量 为 
横 座 标 , 相 对 应 的 光 密 度 值 为 纵 座 标 绘制 标准 曲线 。 

2. 样品 测定 ， 取 待 测 样品 溶液 0.9 毫升 ,( 莽 糖 含量 为 40 一 250 微克 /毫升 ), 加 0.1 
毫升 2V 氧 氧化 钠 溶 液 并 与 标准 曲线 制作 操作 方法 相同 。 测 得 500 毫 徽 米 处 光 密 度 值 ， 
然后 根据 所 调 光 密度 值 在 标准 曲线 上 查 出 含 套 糖 量 。 


讨论 

《1) 本 法 可 以 在 含有 葡萄 糖 RE. RS RMR BHRA KM, 对 色素 不 多 
的 植物 组 织 , 芒 糖 测定 的 误差 甚 小 。 

(2) 在 测定 过 程 中 加 热 时 间 、 温度 和 试剂 配 量 的 正确 与 否 都 可 影响 测定 结果 。 加 热 
时 试管 口 最 好 盖 上 玻璃 小 球 。 


六 、 五 碳 糖 的 测定 一 一 苔 黑 酚 比 色 法 己 


原理 


五 碳 糖 如 木 糖 在 浓 盐 酸 和 三 氧化 铁 存 在 下 与 若 黑 酚 煮沸 时 呈 蓝 绿色 反应 。 在 一 定 范 
围 内 显 色 程度 与 糖 浓度 成 正比 ,所 以 可 进行 比 色 测定 。 

本 法 对 木 糖 的 测定 范围 在 10 一 100 微克 。 测 定时 要 严格 控制 反应 条 件 , 特 别 是 加 热 
时 间 , 才 能 取得 较 满 意 的 结果 。 


试剂 
1. 0.1 匈 三 氧化 铁 盐酸 深 液 ”100 BF 36% 浓 盐 酸 中 加 入 0.1 PERK 
2. 若 景 酚 乙 醇 溶液 0.1 克 苔 黑 酚 加 入 10 毫升 95 狗 乙醇 溶液 配 成 。 


3. 木 糖 标准 溶液 (100 微克 /毫升 ) «= OL 克 木 糖 溶 于 少量 蒸馏 水 中 ,， 定 容 到 100 训 
升 。 取 上 述 浓 溶 小 1 毫升 稀释 到 10 毫升 , 即 成 100 微克 /毫升 咨 该 


操作 步骤 


1. 标准 曲线 制作 ”吸取 100 微克 /毫升 木 糖 标准 溶液 。 0、0.1、0.2、0.3、0.4、0.6、 
0.8、1.0 毫升 ,分 别 加 入 到 各 试管 中 ,用 蒸馏 水 补足 到 每 管 3 毫升 ,使 各 管 木 糖 浓度 分 别 为 
0,10, 20, 30, 40, 60, 80, 100 微克 。 各 管 加 入 0.1% 三 氯 化 铁 盐酸 溶液 3 BH. MAS 
黑 酚 乙醇 溶液 0.3 毫升 ,混合 后 放 沸 水 浴 加 热 20 分 钟 , 立 即 放 在 流水 中 冷却 。 在 670 毫 微 
米 波 长 处 测 得 各 管 的 光 密 度 值 。 以 木 糖 含量 为 横 座 标 、 各 管 测 得 的 光 密 度 值 为 纵 座 标 , 绘 
制 标 准 曲线 。 

2. 样品 测定 取 3 毫升 待 测 样品 ( 糖 浓度 控制 在 40--80 微克 ) 加 入 试剂 量 和 操作 
方法 与 标准 曲线 制作 相同 ,样品 所 测 之 光 密 度 值 在 标准 曲线 上 可 查 出 样品 含 糖 量 。 


七 、 氮 基 葡 萄 糖 的 测定 D3 


原理 

在 碱 性 溶液 中 氨基 糖 与 乙酰 丙酮 于 100"C 下 反应 能 形成 有 色 物 质 , 此 种 有 色 物 质 在 
酸性 条 件 下 用 二 甲 基 氮 基 茶 甲醛 处 理 可 以 呈现 红色 ， 因 此 用 比 色 法 可 定量 测定 氨基 葡萄 
糖 。 

试剂 

1. 乙酰 再 责 试剂 。 1 毫升 重 燕 乙酰 丙酮 (沸点 138—140°C) 溶 于 50 毫升 0.5N 


es。 16 。 


Na,COs 溶液 中 ,此 试剂 在 每 次 测定 前 配制 。 

.对 -三 甲 基 氨 基 茶 甲醛 试剂 〈Ehrlich's RH) 0.8 克 对 -二 甲 基 毛 基 葵 甲醛 溶 于 
30 毫升 乙醇 中 ,加 30 毫升 浓 HCl。 该 溶液 旦 淡 黄 色 。 

3.1% 氨基 荷 萄 糖 盐 酸 盐 标 准 溶液 ”精确 称 取 1 克 毛 基 葡 萄 糖 盐酸 盐 ， 以 蒸馏 水 
定 容 到 100 毫升 。 取 些 溶 液 再 以 蒸馏 水 稀释 100 倍 ,使 成 100 微克 /毫升 溶液 。 

各 无 水 乙醇 


操作 步骤 


1 标准 昌 线 制作 “了 权 6 支 具 刻度 试管 ,分 别 加 100 微克 /毫升 的 氨基 葡萄 糖 标准 液 
0、0.2、0.4、0.6、0.8、1.0 毫升 , 以 水 补足 体积 到 2 毫升 ,使 各 管内 含 氨基 葡 葡 糖 盐酸 盐分 
别 为 0、20、40、60、80、100 微克 。 加 1 毫升 乙酰 丙酮 试剂 到 上 述 试管 内 、 摇 匀 ， 试 管 口 
用 玻璃 小 泡 作 盖 封 住 攻防 止 乙酰 丙酮 逃 溢 , 沸 水 浴 中 加 热 20 分 钟 ,用 冷水 浴 使 冷 到 室温 。 
加 天 无 水 乙醇 5 毫升 后 加 工 毫 升 对 -二 甲 基 氨 基 茶 甲醛 试剂 ,再 以 无 水 乙醇 补足 反应 液 总 
体积 到 10 SH. 待 试管 内 物质 充分 混和 后 在 65 一 70*C 水 浴 中 温 热 10 分 钟 以 加 速 二 氧 
化 矶 的 释放 ,用 冷水 浴 冷 却 到 室温 。 用 水 代替 氨基 葡萄 糖 样品 ,同上 一 样 处 理 作 测 定 用 的 
空白 对 照管 , 在 波长 530nm 处 测 OD 值 。 以 氨基 葡萄 糖 微克 数 作 横 座 标 , ODa 为 纵 座 标 
作出 标准 曲线 。 | 

2. 样品 测定 ”， 粘 多 糖 、 粘 蛋白 和 软骨 制备 物 (样品 中 氨基 已 糖 的 量 不 低 于 200 微 
He) EE RRS, 以 2 毫升 4N 盐酸 于 100°C 下 加 热 水 解 14 小 时 。 水 解 后 打开 安 诊 管 ， 
样品 经 真空 干燥 ， 残 渣 以 水 溶解 成 一 定 体积 ;使 所 得 的 氨基 已 糖 样品 溶液 的 最 终 浓度 为 
100 微克 /毫升 左右 。 取 一 定量 的 样品 溶液 按 标准 曲线 制作 同样 操作 。 利用 标准 曲线 计 
算 样 品 中 氨基 已 糖 的 含量 。 


八 、 生 物 材料 中 糖 类 物质 的 分 析 


(一 ) 生物 材料 的 预 处 理 的 一 般 方法 


在 分 析 生 物 材 料 中 的 糖 类 物质 之 前 要 进行 预 处 理 。 所 谓 预 处 理 , 一 是 对 生物 材料 中 
糖分 的 提取 ; 二 是 除去 糖 测定 过 程 中 的 干扰 物质 , 如 植物 组 织 中 的 单 宁 、 色 素 、 蛋 白质 等 ， 
动物 血液 中 的 蛋白 质 等 ;三 是 如 果 要 测定 低 聚 糖 或 多 聚 糖 , 则 要 对 样品 进行 水 解 使 之 转化 
为 单 糖 便 行 测定 ;四 是 在 必要 时 还 要 对 生物 组 织 提取 液 中 的 各 种 糖 类 进行 分 离 , 然 后 进行 
测定 。 

现 就 植物 材料 和 动物 材料 一 般 预 处 理 的 方法 分 别 令 述 如 下 : 

1. 植物 材料 ”植物 材料 中 的 糖 存在 于 细胞 中 ， 因 此 必须 先 对 被 分 析 的 植物 材料 进 
行 研磨 , 使 成 糊 状 或 粉 状 物 ， 然 后 依据 糖 易 溶 于 水 这 一 性 质 , 加 入 一 定量 的 蒸馏 水 , 并 在 
75—80°C 的 水 滩 上 加 热 一 小 时 ,然后 定 容 至 一 定 体 积 ,经 过 滤 取 滤液 进行 糖 的 测定 。 

对 某 些 含有 大 量 淀粉 或 菊 糖 的 植物 材料 ， 在 用 水 提取 糖 时 常常 会 使 这 些 物质 部 分 地 
或 全 部 地 带 人 到 提取 流 中 而 使 测定 结果 偏 高 ,这 时 可 采用 25— 80% 的 乙醇 在 角 流 情况 下 
《每 次 30 分 钟 ) 提 取 。 提 取 液 经 蒸 去 乙醇 ,以 水 定 容 到 一 定 体积 ,再 测定 糖 。 

有 些 植物 材料 ,除去 糖 以 外 还 有 其 他 还 原 性 物质 或 影响 过 滤 的 物质 如 蛋白 质 等 ,这 时 
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就 必须 用 10% bE aR iE AA RIERA ETO. 具体 方法 是 将 栈 酸 铅 一 
ai HN A BUA AE AREER BMA TEE SARK, WR BRK, 
加 1—2 滴 栈 酸 铅 , 使 沉淀 完全 为 止 ,提取 液 经 过 滤 , 在 滤液 中 再 逐 滴 加 入 饱和 硫酸 钠 , 直 
到 多 余 的 铅 完全 沉淀 为 止 , 经 过 滤 去 除 沉 淀 , 滤液 最 后 定 容 至 一 定 体积 , 取 一 定量 进行 糖 
的 测定 。 

如 果 要 测定 植物 材料 中 的 低 聚 糖 `, 如 二 糖 ` 三 糖 等 可 取 植 物 材料 的 提取 , 按 163:1 的 
体积 比 加 入 2% 盐酸 ,在 80°C 水 解 半 小 时 ,再 用 饱和 碳酸 钠 中 和 ( 甲 基 红 作 指 示 剂 然后 
再 经 栈 酸 铅 沉淀 蛋白 质 ,用 硫酸 钠 去 除 多 余 的 铅 , 过 滤 后 滤液 定 容 至 一 定 体积 ， 取 其 进行 
含 糖 量 测 定 ， 这 时 测 得 的 含 糖 量 减 去 未 经 水 解 的 提取 小 含 糖 量 即 为 测定 材料 中 低 聚 糖 的 
量 。 

在 进行 淀粉 含量 测定 时 ,常常 是 将 植物 材料 磨 碎 后 称 量 ,加 人 3% 盐酸 ,在 沸水 浴 上 
水 解 3 一 4 小 时 ,并 随时 用 碘 来 试验 是 否 水 解 完全 ,冷却 后 用 10% 氢 氧 化 钠 中 和 水 解 所 用 
的 酸 。 最 后 用 上 述 的 栈 酸 铅 沉淀 方法 去 除 干扰 物质 ,并 定 容 至 一 定 体积 , 取 一 定量 定 
io 这 时 所 测 得 的 糖 量 乘 以 0.9 〈 因 淀粉 水 解 时 要 加 入 水 分 子 ) 即 为 植物 材料 的 总 糖 量 。 
此 总 糖 量 减 去 酸 水 解 前 可 溶性 糖 量 即 为 淀粉 含量 。 对 于 含 纤维 素 多 的 材料 ， 因 酸 水 解 会 
使 演 粉 含量 测定 结果 偏 高 ,最 好 使 用 淀粉 酶 水 解 力 法 就 可 避免 这 一 偏差 。 

2. 动物 材料 一 一 血液 的 去 蛋白 质 

《1) 无 蛋白 血泪 液 制 备 : 在 血糖 含量 测定 前 必须 先 去 除 蛋白 质 , 使 成 为 无 蛋白 质 的 
血 站 流 。 去 除 蛋白 质 的 方法 虽 多 ,但 不 外 乎 是 采用 蛋白 质 况 淀 剂 。 如 果 是 全 血 * 则 要 使 用 
抗 凝 剂 。 抗 凝 剂 的 成 分 是 : 草酸 钾 2 克 , 氟 化 钠 1.5 克 加 蒸馏 水 100 毫升 。 每 支 试 管 加 大 
抗 凝 剂 0.1 毫升 ,110%C 烘 干 此 试管 ,此 管 可 抗 凝 全 血 1 毫升 si HURT RH. E 
可 以 抑制 血糖 的 酵 解 作用 。 常 用 去 蛋白 质 的 方法 有 如 下 几 种 : 

(A) 钨 酸 钠 - 硫 酸 法 : 取 全 血 ( 加 抗 凝 剂 ) 1 毫升 放 人 20 毫升 三 角 瓶 中 ， 加 蒸馏 水 7 
毫升 , 播 匀 后 使 溶血 ,加 入 10% 钨 酸 钠 1 毫升 并 摇 匀 ,然后 加 入 0.7N 硫酸 1 毫升 , 随 加 随 
> 加 毕 后 充分 振荡 , 放置 5 一 15 分 钟 , 当 沉淀 变 为 暗 棕色 时 ,用 干 滤 纸 过 滤 , 每 毫升 事 液 
相当 于 1/10 全 血 。 

(B) 硫酸 锌 方法 : 

(a) 0.45% 硫酸 余 5 毫升 和 O.IN 氧 氧 化 钠 工 毫升 混合 使 形成 胶体 溶液 ,然后 加 大 血 
0.1 毫升 ， 在 沸水 浴 中 加 热 4 分 钟 (准确 1)，y 冷却 后 用 棉花 过 滤 ， 滤 液 可 直接 用 来 测 糖 
《适用 于 滴定 法 定 糖 )。 

(b) 在 试管 中 加 入 1 毫升 0.3N 氧 氧化 钢 , 蒸 馏 水 7.5 毫升 ,混和 后 加 入 0.5 毫 升 全 血 ， 
血清 或 血浆 ,混合 后 放置 半分 钟 ,再 加 入 1 毫升 5% 硫酸 锌 , ROME 2 Osh, 过 滤 或 
离心 ,滤液 为 1:20 无 蛋白 质 泪液。 如 果 用 手指 血 , 可 取 血 0.1 毫升 ,蒸馏 水 1.5 BH A 
ACE AN Bit A AY FA A) 0.2 毫升 .处理 方 法 同上 述 。 

Tee ALATA: 5 多 硫酸 锌 (50 克 ZnSO, - 7H,0 水 溶解 后 定 容 至 1 升 ) 
0.3N 氧 氧 化 钢 ( 称 取 Ba(OH), - 8H2O 94 克 , 水 溶解 后 定 容 至 1L 升 ) 贮 于 瓶 中 , 放 碱 石灰 
中 保护 免 受 空气 中 二 氧化 碳 作 用 。 

0.3N AAMT 5% 硫酸 锌 溶液 配制 后 要 调节 浓度 ， 方 法 如 下 : 100 毫升 三 角 瓶 中 
加 入 10 毫升 5 色 硫酸 锌 溶液 和 25 毫升 水 ， 用 酚 栈 作 指示 剂 , 以 0.3N BAe Me Bie 
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红色 终点 。 SACHA RAISE EN 10.0401 毫升 。 二 种 溶液 中 任何 一 种 过 浓 都 
需 进行 稀释 后 再 标定 。 

(2) 不 溶血 的 无 蛋白 的 血 滤液 制备 : 采用 等 滩 的 硫酸 钠 溶液 来 稀释 血液 , 使 血球 不 
致 遭受 破坏 ,然后 再 用 蛋白 质 沉 淀 剂 去 蛋白 质 。 

(A) 硫酸 钠 -硫酸 锌 试剂 法 : 该 试剂 由 55 BF 10% 硫酸 锌 溶液 (10 克 ZnSO, - 7H2O 
水 溶解 后 定 容 至 100 毫升 ) 加 等 活 硫 酸 钠 溶液 (30 克 NaSO,- 10H,O 或 13.2 克 无 水 硫 
酸 钠 溶 解 于 水 中 后 定 容 至 1 升 ) 至 1 升 体积 配 成 。 

Bui xx 0.1 毫升 ， 加 1.8 毫升 硫酸 钠 -硫酸 锌 试剂 和 -0.1 毫升 0.5N 氢 氧 化 钠 ( 此 碱 液 
要 经 10% ZnSO, WIRE: 10 毫升 10 儿 ZnSO 溶液 加 水 稀释 至 约 50 毫升 ,用 0.5N eS 
氧化 钠 滴定 至 酚 酝 指示 剂 呈 红色 , 氢 氧 化 钠 的 冯 定 量 应 在 10.8 一 11.2 毫升 ), 混 和 后 离心 ， 
取 上 清 液 测定 糖 , 这 时 上 清 液 为 全 血 的 1/20 浓度 。 

(B) 等 渗 硫 酸 钠 和 钨 酸 钠 法 : 0.1 毫升 血液 和 3.8 毫升 等 次 硫酸 钠 - 硫 酸 铜 试剂 (300 
毫升 3%NaSO,- 10H,0 溶液 和 30 BF 7% CuSO, - 5HO 溶液 混和 配 成 ) 混 和 后 可 在 室 
温 放 置 几 个 小 时 (硫酸 铜 可 抑制 血液 的 酵 解 作用 )。 在 测 糖 前 加 入 0.1 毫升 10% 钨 酸 钠 
溶液 ,使 蛋白 质 沉 淀 , 离 心 后 取 上 清 液 测 糖 含量 ,此 血 滤液 稀释 了 40 倍 。 


(=) 苹果 中 糖 类 的 分 离 鉴定 及 定量 测定 …” 
原理 


以 乙醇 抽 提 苹果 中 的 可 溶性 糖 类 。 由 于 糖 为 中 性 物质 ,在 一 般 情 况 下 不 能 解 离 , 因 而 
不 会 形成 离子 ;提取 液 中 的 氮 基 酸 和 有 机 酸 在 一 定 条 件 下 以 离子 形式 存在 。 通 过 阳 、 阴 离 
子 交 换 树脂 的 处 理 基 本 上 和 能 除去 氨基 酸 、 有 机 酸 以 及 其 他 呈 离 子 形式 的 物质 。 经 此 纯化 
的 糖 混 合流 经 层 析 分 离 可 以 鉴定 含有 何 种 糖 , 并 能 定量 测定 各 种 糖 的 含量 。 
试剂 
1.“732” 强 酸 型 阳离子 交换 树脂 
阳离子 交换 树脂 的 预 处 理 及 转型 : 取 10 余 克 “732? 强酸 型 阳离子 交换 树脂 , 加 100 ETT ARIK, 待 沉降 后 
倾 去 上 层 微细 颗粒 ,重复 三 次 。 树 脂 中 加 入 50 毫升 2V HCl, 80°C FABRE 30 分 钟 ， 倾 去 HCl, 用 80°C 蒸馏 水 
洗 树 脂 ,重复 数 次 使 pH 到 6 一 7。 再 加 2N NaOH 50 毫升 , 80*C 下 搅拌 30 分 钟 ,再 以 水 洗 至 pH7 一 8。 复 用 50 毫 升 
2N HCl 按 上 法 处 理 , 用 水 洗 至 中 性 。 此 时 树脂 为 Ht+ 型 。 
2.“717” 强 碱 型 阴离子 交换 树脂 
， “阴离子 交换 树脂 的 预 处 理 及 转型 ; 10 克 树脂 与 阳离子 交换 树脂 同样 方法 ， 水 漂 去 微细 颗粒 。 加 50 毫升 3N 
NaAc 搅拌 30 分 钟 后 水 洗 至 中 性 。 再 加 2N HCl 50 毫升 处 理 30 分 钟 , 水 洗 至 中 性 。 最 后 仍 以 3N NaAc 处 理 ， 


并 以 水 洗 到 中 性 。 此 时 树脂 为 Ac 型 。( 阴 离子 交换 树脂 在 3N NaAec 溶液 中 会 浮 起 ， 故 用 布 氏 漏斗 抽 滤 进行 水 
ve.) 


3.80%.95% 乙醇 
4. 2N HCl 
5. 2N NaOH 
6. 3N NaAc (RAH) 

7. 1 多糖 的 标准 溶液 SRILA. RRS 100 BH. 75% 乙醇 
定 容 到 10 毫升 ,使 成 10 毫克 /毫升 的 溶液 。 


8. AR ” 正 丁 醇 : 栈 酸 :水 一 4:1:5CV/V) 

9. 苯胺 -二 苯胺 -磷酸 显 色 剂 1 克 二 苯胺 ，! 毫升 葵 胺 ，5 毫升 85% 磷酸 溶 于 50 
毫升 丙酮 。 

9. RRA ”100 SEAM 100 BEF 98% 硫酸 (此 试剂 必须 现 用 现 配 )。 


操作 步骤 


1. 苹果 中 糖 抽 提 液 的 制备 取 洗 净 的 苹果 , 澡 去 果皮 , 称 10 克 果 肉 。 在 研 铁 中 将 
果肉 磨 成 匀 浆 ,加 20 毫升 95 色 乙醇 抽 提 30 ABH, 3000 转 / 分 离心 10 分 钟 ; 取 上 清 液 , 残 
iS SH 80% 乙醇 洗涤 ,离心 取 上 清 液 , 重复 二 次 , 合并 上 清 液 。 此 上 清流 减 压 流 缩 
ZF SI 2 毫升 水 使 溶解 ,此 溶液 即 为 糖 抽 提 液 。 ne 


2. 苹果 抽 提 液 中 气 基 酸 与 其 他 阳离子 的 分 离 = B10 克 粒 度 为 80 OKAY “732” 强 


酸 型 阳离子 树脂 ,预先 处 理 成 H+ 型 。 树 脂 均 匀 装 在 1 Xx 20 厘米 的 柱 中 , 10 克 苹 果肉 所 
得 2 毫升 抽 提 液 全 部 转移 到 此 阳离子 交换 树脂 上 ,以 蒸馏 水 洗 脱 (流速 不 能 太 快 7)。 用 三 


干净 小 烧杯 收集 柱 下 流出 的 洗 脱 巷 , 直至 流出 波 无 糖 的 反应 为 止 ( 以 草 酮 试剂 检查 ， ig 


TL AE 0 

3. 苹果 抽 提 液 中 有 机 酸 等 阴离子 的 子 离 取 10 克 粒 度 为 80 微米 的 -717- 强大 型 
阴离子 交换 树脂 ,预先 处 理 成 Ac 型。 树脂 均匀 地 装 到 1 X 20 厘米 的 柱 中 。 把 上 述 从 阳 
离子 交换 树脂 中 流出 的 洗 脱 液 全 部 仔细 地 加 在 阴离子 交换 树脂 柱 上 ， 用 干净 的 容器 收集 
Be HEAR KER» Bl oe RTC A EC ATA HE) BEBE He 
积 , 取 其 中 1/10, 放 在 表面 中 上 ,以 阐 水 浴 蒸 发 至 干 , RIA 毫升 蒸馏 水 溶解 。 此 工 毫 
升 经 离子 交换 树脂 纯化 的 样品 溶 波 相当 于 1L 克 苹果 肉 抽 提 所 得 的 糖 混合 液 。 

4. 苹果 抽 提 液 中 糖 的 分 离 鉴定 8 B30 xX 35 厘米 层 析 滤 纸 一 张 ， 分 别 点 上 木 粮 、 葡 
欧 糖 ,果糖 \ 芒 糖 标准 溶液 3 一 4 微 升 ,同时 点 不 同 量 的 抽 提 液 数 点 。 以 正 丁 醇 : 酯 酸 :水 = 
4:1:5 (V/V) 溶剂 展 层 , 下 行 层 析 约 70 小 时 。 层 析 后 除 尽 层 析 溶 剂 , 以 苯胺 -二 验 胺 = 磷酸 
溶液 显 色 。 根 据 显 色 斑点 的 Re 值 以 及 颜色 可 确定 抽 提 波 中 所 存在 的 糖 类 《与 标准 糖 咨 液 
层 析 斑点 相 比较 ), 又 根据 显 色 结果 可 对 抽 提 小 选择 合适 的 点 样 量 。 | 

5. 苹果 抽 提 液 中 糖 的 定量 测定 ”，” 取 一 张 层 析 滤 纸 作 七 个 记号 ， 一 边 分 别 点 ， 10 0% 


bb / BE FT RY bree A es IK 3 一 4 微 升 ， 含 葡萄 糖 30 一 40 th; HH ATSicCS Lo MAE 


1.5, 3.0. 4.5, 6.0. 7.5 微 升 的 标准 葡萄 糖 溶液 ,使 分 别 含有 15, 30, 45, 60, 75, THEN 
葡 糖 。 如 上 述 方法 一 样 展 层 。 层 析 后 对 二 边 二 个 样品 的 滤纸 进行 显 色 。 根 据 已 显 色 的 斑 


点 位 置 及 大 小 剪 下 泪 纸 中 间 相 应 的 未 显 色 的 开 点 ， 并 在 开 点 附近 剪 同样 大 小 的 空 自 滤纸 


作为 比 色 测 定 的 对 照 。 滤 纸 片 置 于 试管 中 ,加 2 毫升 蒸馏 水 , 洗 脱 二 小 时 , 洗 脱 被 经 烧结 
玻璃 漏斗 过 滤 除 去 纤维 素 (纤维 素 的 存在 会 影响 草 酮 法 测 糖 的 结果 )。 滤 中 加 入 4 毫升 
草 酮 试剂 ,沸水 浴 加 热 15 分 钟 ,冷却 后 在 波长 620nm 处 读 取 OD 值 。 以 点 样 的 葡萄 糖 微 
克 数 为 横 座 标 ，ODe 为 纵 座 标 , 制 作 葡 葡 糖 层 析 后 定量 测定 的 标准 曲线 。 

用 同样 方法 分 别 制作 果 糖 \ 木 糖 \ 茂 糖 的 纸 层 析 分 离 后 定量 测定 的 标准 曲线 。 

按 适 宜 的 点 样 量 在 滤纸 上 点 上 苹果 抽 提 小 5 A. PLE RROD ee 
点 在 盖 纸 中 间 的 相应 部 位 剪 下 未 显 色 的 斑点 ， 同 时 剪 下 同样 大 小 的 空白 滤纸 作 比 色 测定 
对 照 用 。 每 滤纸 片 分 别 用 2 毫升 蒸馏 水 抽 提 二 小 时 , 抽 提 液 经 过 滤 后 用 草 酮 法 测定 糖 的 
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含量 。 根 据 测 定 结果 可 计算 出 各 种 糖 的 百 分 含量 ,并 计算 出 每 克 革 条 中 所 含 糖 的 量 。 
(=|) 小 麦 籽粒 中 可 溶性 糖 的 鉴定 及 定量 测定 
原理 


利用 乙醇 抽 提 小 麦 籽粒 中 的 可 溶性 糖 , 抽 提 液 经 下 行 纸 层 析 可 把 各 种 糖 类 分 离开 , 显 
色 后 可 确定 各 种 糖 在 层 析 谱 上 的 位 置 。 根据 Rt 值 或 与 标准 糖 类 层 析 谱 对 比 能 断定 抽 提 
小 中 所 包含 的 糖 的 种 类 。 若 在 展 层 后 剪 下 滤纸 上 相应 斑点 的 部 位 ,以 水 洗 脱 滤纸 上 的 糖 ， 
用 草 酮 法 可 定量 测定 其 含量 。 

试剂 

11% 糖 的 标准 淤 液 ”准确 称 取 葡 萄 糖 、 果 糖 、 城 糖 、 麦芽 糖 、 棉 子 糖 和 果 聚 糖 各 
100 毫克 ,以 75 幼 乙醇 定 容 到 10 毫升 ,使 成 10 微克 / 微 升 的 溶液 。 

2. BARA 。” 正 丁 醇 :醋酸 :水 = 4:5:1 (V/V) 

3. RAR BREEAM 1 ROKK 1S SSH 85% 磷酸 溶 于 50 毫 
升 丙酮 。 Looe 

4. MIRA] 100 SAAN 100 SFt 98% 硫酸 。 此 试剂 必须 现 配 现 用 。 

5.82% 乙醇 


操作 步骤 


1. 小 麦 将 粒 中 可 溶性 糖 的 抽 提 =| REL 0.3 克 小 麦 籽粒 ,在 研 钵 中 磨 成 粉末 ,加 82 % 
乙醇 10 毫升 ,70sc 下 保温 30 分 钟 , 3000 转 / 分 离心 15 TH, BHA RAHI 
82% 乙醇 5 毫升 ,70"c 下 提取 5 分 钟 ,离心 取 上 清 沪 , 如 此 重复 三 次 , 合并 上 清 液 , 记 取 
体积 。 

2. 小 麦 籽粒 82% 乙醇 抽 提 液 中 含 糖 量 的 测定 ”， 取 一 定 体 积 的 抽 提 沪 ( 使 含 糖 量 在 
20 一 50 微克 范围 内 ), 按 意 酮 法 测定 糖 的 量 。 根 据 抽 提 沪 总 体积 计算 0.3 克 小 麦 籽粒 中 糖 
的 总 量 , 并 求 得 小 麦 籽粒 中 可 溶性 糖 的 百 分 含量 。 

3. PAA 82% 乙醇 抽 提 液 中 糖 的 种 类 的 鉴定 ”上述 抽 提 滚 减 压 浓缩 至 干 ,然后 
加 3 毫升 水 溶解 干 物 质 以 做 层 析 用 。 取 25X 38 厘米 滤纸 一 张 , 将 各 种 标准 糖 溶液 分 别 点 
RARE, 同时 将 不 同体 积 的 样品 溶 芒 点 于 同一 张 滤纸 上 。 以 正 丁 醇 - 栈 酸 -水 为 层 析 溶 
剂 作 下 行 层 析 。 约 70 小 时 后 取出 、 除 尽 溶剂 ,用 苯胺 -二 茶 胺 -磷酸 显 色 溶 液 显 色 , 在 85"C 
MA 10 分 钟 后 ,根据 样品 与 标准 糖 溶液 层 析 后 斑点 的 位 置 及 颜色 可 确定 样品 液 中 有 何 种 
糖 , 并 选择 适宜 的 点 样 量 以 作 定量 分 析 用 。 

4. 小 麦 将 粒 中 各 种 糖 含量 的 测定 BL 20 x 38 滤纸 一 张 , 以 相同 的 间隔 作 五 个 记 
号 。 于 记号 上 分 别 点 上 一 定 体积 的 样品 溶液 , 按 上 述 方法 进行 层 析 。 展 层 后 , 除 尽 溶剂 , 剪 
下 二 边 二 个 样品 的 滤纸 条 ,以 苯胺 -二 苯胺 -磷酸 显 色 剂 显 色 ,确定 各 种 糖 层 析 后 在 滤纸 上 
的 部 位 > 以 此 二 滤纸 条 作 参 照 ,在 未 显 色 滤 纸 的 相应 部 位 前 下 各 种 糖 类 的 纸 块 ,同时 在 附 
近 甬 下 同样 大 小 的 空白 湖 纸 片 作 测定 时 的 对 照 用 。 剪 下 的 滤纸 放 在 试管 中 , 加 入 2 毫升 
水 ,室温 抽 提 二 小 时 后 经 烧结 玻璃 户 斗 过 滤 , 滤 液 中 加 4 毫升 草 酮 试剂 ,沸水 浴 加 热 15 分 
钟 , 冷 却 后 在 波长 620nm 处 读 取 OD 值 。 在 标准 曲线 上 查 取 含 糖 量 , 根 据 各 种 糖 的 量 分 别 
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计算 出 小 麦 籽粒 中 各 类 糖 所 占 的 百分比 。 


5. 糖 定量 测定 标准 曲线 的 制作 ” 见 草 果 中 糖 类 的 分 离 鉴 定 及 定量 测定 .中 蕴 果 抽 
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— 脂 质 类 


REL RRR 


脂 质 类 广泛 存在 于 生物 体 , 其 共同 的 物理 特性 是 不 易 溶 于 水 , 而 易 溶 于 脂 溶 性 溶剂 。 
但 它们 之 间 在 结构 上 和 功能 上 有 明显 的 差别 。 

根据 化 学 组 成 , 脂 质 类 可 分 为 : 中 性 脂肪 ,例如 油 和 脂 ; 类 脂 质 , 例如 磷脂 \ 固 醇和 蜡 ; 
以 及 它们 的 水 解 产 物 , 包 括 脂 肪 酸 、 脂 肪 族 的 高 分 子 醇 及 固 醇 。 

旨 质 类 具有 重要 的 生理 功能 ,脂肪 在 生物 体内 主要 起 着 氧化 供 能 的 作用 ;类 脂 是 生物 
膜 的 主要 组 份 之 一 , 约 占 膜 重量 的 一 半 左 右 或 更 多 ， 它 与 细胞 膜 的 各 种 功能 例如 通 透 性 等 
有 密切 关系 ; 脂 蛋白 是 由 甘油 三 酯 .胆固醇 、 磷 脂 和 和 蛋 折 质 所 组 成 的 复合 蛋白 ,在 心血 管 疾 
病 的 研究 方面 具有 重要 意义 。 

本 章 介绍 脂 质 类 的 定性 和 定量 测定 , 绝 大 多 数 已 在 工农 医 各 部 门 使 用 。 内 容 主 要 包 
括 脂肪 某 些 化 学 性 质 的 测定 ; 几 项 血脂 成 份 的 分 析 测 定 等 。 


第 一 节 ”脂肪 化 学 性 质 的 测定 
De it (qi 


利用 脂肪 与 卤素 的 加 成 反应 可 以 测定 油脂 的 不 饱和 程度 。 每 100 克 脂 肪 , 在 一 定 条 
任 下 ,所 吸收 的 碘 的 克 数 , 称 为 该 脂肪 的 碘 值 。 夏 值 愈 大 ,表示 脂肪 的 不 饱和 程度 愈 大 。 

测定 碘 值 的 方法 很 多 ,多 数 方法 应 用 以 下 原理 : 把 含 脂肪 样品 溶 人 惰性 溶剂 ,加 和 人 过 
量 讽 素 或 卤素 本 身 的 化 合 物 ( 例 如 氧化 碘 等 ) 标 准 溶液 ,使 贞 素 起 加 成 反应 ,但 不 使 钢 素 取 
代 脂 肪 酸 中 的 氢 原 子 。 通 常 再 加 矶 化 钾 , 使 与 未 起 反应 的 上 素 作用 ,以 硫 代 硫 酸 钠 滴 定 释 
放出 的 碳 而 定量 之 。 例 如 : 


x 
X, + 2KI—s KX + 't, 


I, + 2Na,S,0,—>Na,S,0, + 2Nal 
为 了 定量 地 进行 加 成 反应 ,并 避免 取代 反应 , 反应 应 该 在 较 低 的 温度 下 进行 ， 还 需 用 
适当 的 溶剂 例如 冰 酷 酸 `、 三 氧 甲烷 等 稀释 ,使 适当 降低 反应 物 的 浓度 。 
这 里 介绍 氧化 碘 - 栈 酸 溶液 法 ,这 是 目前 应 用 比较 广泛 的 测定 方法 。 它 的 优点 是 溶液 
配 好 后 即 可 以 使 用 ,浓度 的 改变 小 ;操作 所 花 的 时 间 短 。 
试剂 
1. 氯仿 或 四 氯 化 碳 (AR.) 
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2， 和 氧化 碘 - 醋 酸 溶液 : 称 取 13 克 升 华 碘 片 , 溶 于 1000 SF OKA, BIKA 
上 微 热 ,至 碘 片 完全 溶解 。 冷 却 , 倾 出 200 毫升 ,其 余 通 人 洁净 而 干燥 的 氯气 (使 氧气 通过 
水 洗 瓶 及 硫酸 洗 气 瓶 ), 至 游离 碘 色 消失 而 呈 桔 红色 为 止 。 如 通 人 氧气 过 量 , 颜 色 太 淡 , 可 
倾 人 事先 取出 的 碘 流 ,使 它 的 浓度 达到 硫 代 硫 酸 钠 滴 定时 所 用 的 量 为 不 通 氧气 时 的 2 倍 。 
氧化 碘 - 酷 酸 溶 沾 中 不 能 有 多 余 的 游离 氧 。 
上 述 配制 用 的 冰 栈 酸 不 得 含有 还 原 性 物质 。 酷 酸 精 制 方法 : 每 800 毫升 冰 栈 酸 加 8 一 10 eA BADE 
HH ADRS MAL. PLEATS CAR MMAETRE BR 118 一 119"C 的 馏 出 泌 。 
冰 栈 酸 的 还 原 性 检查 试验 一 一 取 2 毫升 冰 酷 酸 , 加 10 毫升 0.1X 高 锰 酸 钾 溶液 ， 所 产生 的 粉红 色 不 得 在 2 小 时 
内 完全 裙 去 。 另 一 方法 为 取 10 毫升 冰 酷 酸 , 加 入 含有 0.05 毫升 重 铬 酸 钾 饱 和 溶液 的 浓 硫酸 (比重 1.847 10 毫升 , 混 
匀 后 应 不 立即 产生 绿色 。 if 
3. 15 多 RAM: 称 取 15 克 碘 化 钾 溶 于 蒸馏 水 ,稀释 至 100 毫升 。， 
4.1% RR: 称 取 可 溶性 淀粉 1 克 ， 加 入 少量 蒸馏 水 调 成 薄 浆 ， 把 它 倾 大 
100 毫升 沸水 中 ,迅速 挠 拌 放 冷 。 可 加 入 少量 葵 甲 酸 钠 或 水 杨 酸 (每 毫升 1.25 毫克 ) 防 腐 。 
5. 0.1V 硫 代 硫酸 钠 深 液 RA 26 克 硫 代 硫 酸 钠 及 0.2 克 无 水 碳酸 钠 ， MA 1000 
毫升 水 ,煮沸 10 分 钟 , 冷 却 , 定 容 至 1000 毫升 。 贮 存 于 棕色 瓶 中 ,放置 二 周 后 过 滤 标 定 备 
Fo 
REAR FPA 110° 烘 至 恒 重 的 基准 重 铬 酸 钾 0.2 克 , 精 确 至 0.0002 eT 250 BA MIA AH, 
加 2 克 碘 化 钾 及 20 毫升 4N 硫酸 , 待 碘化钾 溶解 后 ,于 暗 处 放置 10 分 钟 , 定 容 至 500 毫升 后 , 用 0.1NX 硫 代 硫 酸 钠 深 


液 滴 定 , 近 终点 时 加 3 毫升 0.592 淀粉 溶液 ,继续 滴定 至 溶液 由 蓝 色 转变 为 亮 绿 色 。 同 时 作 空 白 试验 。 
硫 代 硫 酸 钠 标 准 液 的 当量 浓度 六 按 下 式 计 算 ; 


¢: G 
~ VX 0.04903 
Ah: 为 重 铬 酸 钾 的 重量 ( 克 ), 7 为 硫 代 硫 酸 钠 溶 液 的 用 量 (毫升 ), 0.04903 为 每 毫克 当量 重 铬 酸 钾 的 克 数 。 


操作 步骤 


按 表 2.1 所 示 值 称 取 油 量 ，( 准 确 至 0.0002 克 ) 置 于 250 毫升 干燥 而 清洁 的 碘 价 瓶 中 
(同时 作 空 白 试验 加 10 毫升 四 氧化 碳 (或 氧 仿 ), 立 即 振荡 使 油 样 充 分 溶解 , 混 匀 ， 然 后 ， 
由 滴定 管 精确 加 和 25 毫升 氧化 碘 - 冰 酷 酸 薪 液 。〈 放 人 速度 掌握 在 2 分 钟 左 右 , 不 宜 太 快 ， 
每 次 速度 要 一 致 。) 盖 紧 瓶 塞 , 摇 匀 后 , 置 暗 处 (20sc 左右 ) 放 置 30 分 钟 ( 碘 值 在 130 DE 
应 放置 60 分 钟 ), 促使 加 成 反应 完全 。 加 入 15% 碘化钾 溶液 20 毫升 和 100 毫升 水 。 在 
不 断 振 荡 下 ,用 0.1V NazS:O; 标准 溶液 滴定 , 当 溶 液 由 棕 红 色 变 成 淡 黄色 时 ; MA 1 SH 
1% 淀粉 溶液 ,再 继续 滴定 至 蓝 色 消失 为 止 。 记 录 样 品 和 空白 试验 所 消耗 的 0.1X NazS:0， 
溶液 的 毫升 数 。 


计算 


(V,—V,) X Nwa,s,o, X 0.01296 
WUEL =i CAS aac pgs Lo kt a ON 


A, V, 为 滴定 样品 所 耗 用 0.1V Na)S,O; 溶液 的 毫升 数 ，7: 为 滴定 空白 所 耗 用 0.1V 
NaS,0, 溶液 的 毫升 数 ， 配 为 样品 的 重量 ( 克 ),，0.01296 为 消耗 每 毫克 当量 NaSO, 换算 
BRAY Fe Xo 
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#21 称 量 表 


碘 ， 值 


a & BH EH CA) 试 验 H HR Ge) 


20 以 下 1.2000—1.2200 100—120 0.2300—0.2500 

20—40 0.7000—0.7200 120—140 0.1900—0.2100 

40—60 0.4700—0. 4900 .140—160 0.1700—0.1900 

60—80 0.3500—0.3700 160—180 0.1500—0.1700 

80—100 0.2890—0.3000 180—200 0.1400—0.1600 
讨论 


C1) 为 了 得 到 正确 的 测定 结果 ，, 在 操作 过 程 中 要 注意 : 样品 的 称 取 量 不 能 超过 表 中 
的 最 高 数量 ; 光 和 水 份 对 氧化 碘 会 起 作用 ,因此 所 用 仪器 必须 洗 净 烘 干 ,氧化 碘 - 醋 酸 溶液 
应 用 棕色 瓶 盛装 ,并 在 暗 处 保存 ;氧化 碘 - 醋 酸 溶液 的 滴 加 速度 同一 试验 必须 一 致 ;必须 严 
格 控制 盗 液 的 浓度 和 作用 时 间 。 
(2) 讽 素 的 加 成 反应 与 双 键 的 位 置 和 排列 等 有 关 。 在 有 2 个 或 更 多 双 键 的 不 饱和 脂 
肪 酸 (多 烯 酸 ) 时 ,同样 可 以 起 讽 素 的 加 成 反应 ,而 双 键 位 置 的 影响 更 为 显著 。 
共 斩 双 键 的 钢 素 加 成 反应 常 是 加 成 在 第 一 个 和 第 四 个 碳 原 子 上 , 即 “1,4 加 成 *。 
—CH=CH—CH=—CH— 4 X,—>—CH -CH=CcH—CH— 
| x x 
SA =P MBN HIL AD. — AER “1,4 Ie” ORE: 
—CH=CH= CH=CH--CH=CcH— 


xX, X, 


Ze SN 
—CH—CH—CH— CH—CH=—CH— —CH=-CH—CH—CH=—CH—CH— 
, dt ah 
X; X, 
—CH—CH=CH—CH—CH—CH— —CH—CH—CH—CH=CH -CH 一 
epi Superba seal 


KEBRMAUAH. SHEP RENEE, 不 是 每 个 双 键 上 都 加 成 卤素 , 而 
是 只 加 成 了 三 分 之 二 。 从 而 可 以 说 明 , 用 一 般 测 定 碘 值 的 方法 测定 桐油 时 所 得 的 碘 值 只 
是 接近 于 桐 酸 全 部 加 成 的 三 分 之 二 。 (如 用 氢化 法 测 得 桐油 的 碘 值 为 240 时 , 用 氧化 碘 - 
栈 酸 法 测定 时 则 为 166。) 

一 些 铀 脂 的 碘 值 参见 ( 表 2.2)。 


=. 但) 


原理 


星 化 值 就 是 水 解 1 克 脂 肪 所 需要 氧 氧化 钾 的 毫克 数 。 
用 碱 水 解 脂肪 时 ， 分解 出 来 的 脂肪 酸 即 与 碱 中 和 生成 脂肪 酸 的 盐 。 这 种 作用 称 为 气 
化 作用 。 


5 全 


C,;H;(COOR); + 3KOH—~>3RCOOK + C3H;(OH); 
CH=) - (#2) (甘油 ) 


由 此 反应 式 可 见 , 每 皂 化 1 克 分 子 的 脂肪 ,需要 3 ROTH AAI Alb Site 
大 小 可 以 估计 试 样 的 平均 分 子 量 。 试 样 组 份 ( 甘 油 三 酯 或 脂肪 酸 ) 的 平均 分 子 量 愈 大 , 皂 
化 值 愈 小 ; 反之 ， 平均 分 子 量 小 , 则 皂 化 值 愈 大 。 脂 肪 的 分 子 量 决定 于 构成 它 的 脂肪 酸 的 
碳 链 的 长 短 。 所 以 ,由 长 碳 链 脂肪 酸 构 成 的 脂肪 , 旺 化 值 小 ; 短 碳 链 脂肪 酸 构成 的 脂肪 ,所 
化 值 大 。 


站 肪 酸 的 皂 化 反应 按 下 式 进 行 : 
RCOOH + KOH—>RCOOK 十 H;O 
(脂肪 酸 ) (#2) | 


所 以 , 1 克 分 子 氢 氧化 钾 可 以 皂 化 1 克 分 子 脂 肪 酸 , 从 而 也 可 以 求 得 脂肪 酸 的 平均 分 
子 量 。 


试剂 

1. 70% 中 性 乙醇 湾流 在 温 热 的 70 多 乙醇 中 加 酚 栈 指示 剂 数 滴 , 以 0.1V 氢 氧 化 
FI ALS 

2.1% BRAGA P05 RRA 95% CH 50 毫升 中 。 

3. 0.5N 盐酸 标准 溶液 Whew 1.19 盐酸 45 毫升 ,加 水 至 1000 毫升 。 


标定 方法 ” 称 取 恒 重 的 无 水 碳酸 钠 , 0.5 一 0.8 CME 0.0002 克 ) 于 250 毫升 三 角 瓶 中 ;加 50 毫升 水 溶解 ， 
滴 加 2 滴 0.192 甲 基 橙 指示 剂 ,用 盐酸 标准 溶液 滴 至 橙色 。 


pea 
Y= TX0.053 


Sith, W HPAL ANN TER, V 为 注定 所 耗 用 的 盐酸 标准 溶液 的 毫升 数 ，0.053 为 碳酸 钠 的 毫克 当量 数 ，YX 
为 所 配 的 盐酸 溶液 实际 当量 浓度 。 


4. 0.5N 氢 氧 化 钾 乙 醇 溶 液 ”分析 纯 氨 氧化 钾 .30 克 ， 溶 于 工 升 精 馏 乙醇 95 多) 
中 ,振荡 均 匀 , 静 置 24 小 时 ， 用 虹吸 法 或 倾 出 上 层 证 清 液 ， 以 移 去 不 溶性 碳酸 盐 。 溶 液 贮 
存 于 玻璃 瓶 中 , 接 以 装 有 苏打 石灰 的 球 管 (球形 干燥 管 )， 以 防止 吸收 空气 中 的 二 氧化 碳 。 
《溶液 应 在 长 时 间 内 保持 无 色 。) 


MACHA ”硝酸 银 2 克 , 加 3 毫升 水 溶解 ,注入 1 升 乙醇 中 剧烈 振荡 , 另 取 氢 氧化 钠 3 克 , 溶 于 15 毫升 ， 
ACH, SARMALAKAT. BE 1-2 周 , 待 症 清 后 吸取 清 液 蒸馏 。 


操作 步骤 

称 取 混 匀 过 滤 的 油 样 2 克 ( 准 确 至 0.001 克 ) 于 250 毫升 三 角 瓶 中 ， 由 闹 定 管 放 人 
0.5N 氢 氧 化 钾 乙 醇 液 25 毫升 。 连接 授 流 冷凝 器 , 在 水 浴 或 电热 板 上 煮沸 30 分 钟 , 并 随 
时 摇动 ,至 样品 完全 气 化 为 止 。 取 下 过 流 冷 凝 器 ,加 10 毫升 中 性 乙醇 和 3 一 4 滴 酚 本 指示 
剂 , 趁 热 立即 以 0.5V 盐酸 标准 滚 滴定 至 终点 。 记 录 其 耗 量 。 同 时 作 两 份 空白 试验 。 


计算 
Fb iy = (V,—V;) > N X 56.11 
式 中 :7 和 V, 分 别 为 样品 和 空白 试验 所 耗 用 的 盐酸 标准 液 的 毫升 数 ，N 为 盐酸 标 
准 液 的 当量 浓度 ,到 为 样品 的 重量 ( 克 )。 
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讨论 


《1 六 天 然 油脂 是 各 种 甘油 脂 的 混合 物 , 含 有 多 种 脂肪 酸 。 其 皂 化 价 一 般 在 190 一 200 
之 间 , 但 也 有 人 少数 脂肪 含有 大 量 短 碳 链 脂肪 酸 而 显示 较 高 的 皂 化 值 。 如 椰子 油 为 253; 奶 
油 为 227; 相反 , 含 长 碳 链 脂肪 酸 多 的 脂肪 则 显示 较 低 的 皂 化 值 , 如 菜 籽 油 为 173， 芥 籽 油 
为 174。 某 些 油 脂 的 皂 化 值 见 表 2.2。 
表 2.2 -ZmE NS ff 1 RK 


BK 值 io 值 


一 一 | 一 | 一 一 


250 一 260 185 一 195 83—935 

216—235 191—196 103—115 
193—200 189—194 124— 136 
190—200 189—196 170—204 
176—187 189—195 


(2) 当 脂肪 与 氨 氧 化 钾 乙 醇 液 共 热 时 ， 部 分 脂肪 酸 可 以 与 乙醇 作用 形成 乙 酯 而 不 参 
与 时 化 * 因 此 得 出 的 皂 化 值 会 偏 低 ,但 这 种 误差 对 一 般 脂 肪 来 说 尚 不 严重 。 

(3) 操作 过 程 中 尚 须 注意 以 下 几 点 : ”滴定 时 不 可 加 水 ,以 免 肥 皂 水 解 ， 使 皂 化 值 降 
低 。 旦 化 完毕 后 , 须 趁 热 尽快 进行 滴定 ,以 免 溶剂 吸收 二 氧化 碳 而 影响 结果 。 RENAE 
用 硫酸 代替 盐酸 ， 因 为 硫酸 与 氨 氧 化 钾 生 成 的 硫酸 钾 的 溶解 度 比 氧化 钾 差 ， 常 因此 而 沉 
bE. WIA RAM. 皂 化 所 得 溶液 如 果 颜 色 太 深 , 酚 栈 指示 剂 不 能 观察 到 正确 的 终点 
时 ,可 改 用 碱 性 蓝 6B, 百 里 酚 。《 配 制 方法 见 " 酸 值 "部 分 ) 


AR 


不 皂 化 物 是 油脂 和 旺 的 组 份 之 一 。 它 不 溶 于 水 ,而 且 不 会 因为 碱 的 作用 而 变 为 水 溶 
性 化 合 物 。 不 皂 化 物 包 括 高 级 醇 类 (包括 当 醇 ) 脂 溶性 维生素 A、D、E, 胡 葛 卜 素 和 烃 类 。 
油脂 的 不 皂 化 物 含量 是 鉴定 品质 的 条 件 之 一 。 对 某 些 油脂 来 说 ,也 可 以 看 作 一 种 特性 党 
数 , 如 鳌 鱼肝油 的 不 皂 化 物 含量 高 达 50—80%, 

测定 不 邱 化 物 方法 很 多 。 多 数 方法 是 先 用 碱 小 将 样品 皂 化 后 , 再 用 有 机 溶剂 萃取 不 
旺 化 物 , 燕 去 有 机 溶剂 后 , 即 得 不 皂 化 物 。 


试剂 

. GO (A. R.) 

. AR CA. R.) 

: 新 鲜 煮 沸 的 95% 中 性 乙醇 

. 0.1V 气 氧 化 钠 乙醇 溶液 MM 4 克 氧 氧化 钠 溶 于 1000 毫升 乙醇 溶液 中 。 
; 05N AAA CR RK (Ad I) 21 EBD). 

RRB CAE Std). 

,0.5V AAG A IK 


ay ON OW & AW WO Se 
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操作 步骤 


精确 称 取 2.000 克 左 右 试 样 , 置 于 250 毫升 三 角 瓶 中 , MA 25 毫升 0.5N 氢 氧 化 钾 乙 
醇 溶 液 。 连 接 空气 冷凝 管 , 在 水 滩 上 皂 化 小 时 ,并 不 时 振荡 ,使 气 化 完全 。 

皂 化 完毕 后 ,将 三 角 瓶 内 容 物 移 人 250 毫升 分 液 漏 斗 中 ,加 50 毫升 水 洗涤 ,用 己 醚 冲 
洗 三 角 瓶 ,把 乙醚 倾 人 人 分流 漏斗, 趁 内 容 物 稍 呈 温 热 〈《30*C) MERARD, BERD IE 
后 ,把 下 面 的 水 层 从 下 面 放 人 皂 化 时 用 的 三 角 瓶 中 。 

去 醚 晨 则 从 分 该 户 斗 士 方 口 里 倾 大 盛 有 -20 毫升 水 的 -250 毫升 分 液 漏斗 中 水 层 再 
用 己 醚 伴 取 如 前 ; (每 次 用 50 Ft), 共 萃 取 三 次 。 萃 取 的 乙醚 都 合并 在 第 三 个 分 补漏 斗 
中 。 如 乙醚 萃取 物 中 含有 固体 其 浮 物 , 用 不 含油 脂 的 干燥 小 滤纸 过 庆 人 另 一 分 液 漏 斗 , 并 
用 乙醚 洗 净 滤纸 。 

用 20 毫升 水 洗涤 乙醚 鞭 取 液 ， (不 要 局 烈 振 蘑 ) 待 分 层 后 弃 去 水 层 : 然后 依次 用 20 毫 
Ft 0.5N 氢 氧 化 钾 水 溶液 和 20 毫升 水 重复 洗 族 三 次 ， ieee ae 
时 洗涤 液 不 呈 痰 红色 为 止 。 

把 乙醚 萃取 液 移 人 已 知 重量 的 烧瓶 中 , 蒸 去 大 部 分 乙 配 后 ,加 入 2 一 3 TMA. 
持 烧 瓶 , 温 人 沸水 浴 中 ,以 完全 除去 溶剂 。 在 不 超过 80°C 的 条 件 下 把 烧瓶 和 内 容 物 烘 二 
至 恒 重 ( 称 量 精确 至 万 分 之 二 )。 

把 烧瓶 内 容 物 溶 于 10 毫升 新 鲜 煮 沸 的 95% 中 性 乙醇 中 ,用 0.1V 氮 氧 化 钠 乙 醉 溶液 
滴定 ,以 酚 本 为 指示 剂 。 

如 果 上 述 的 滴定 不 超过 0.1 毫升 , 则 按 下 式 计算 不 皂 化 物 含量 的 百分率 六 


不 皂 化 物 匈 = 全 x 100 


式 中 , 4 为 烧瓶 和 内 容 物 的 重量 ( 克 ), BOM). WHR). 

如 果 上 述 的 滴定 超过 0.1 毫升 , 则 应 另 取 试 样 重 做 。 

讨论 

C1) 选择 什么 有 机 溶剂 荃 取 不 皂 化 物 很 重要 。 通 常 选 用 乙醚 和 石油 醚 。 但 石油 醚 往 
往 不 能 把 不 皂 化 物 完全 华 取 出 来 , 使 一 般 动物 油脂 所 测 得 的 不 皂 化 值 结果 常 偏 低 。 ‘ded 
看 来 ,乙醚 萃取 法 仍 是 比较 好 的 方法 。 

(2) 在 操作 步骤 中 尚 需 注 意 以 下 几 点 : 所 用 的 试剂 必须 不 含 不 皂 化 物 , 在 80 时 的 
不 挥发 物 不 能 超过 下 列 限量 一 一 乙醇 不 超过 0.002 多 ， 乙 醚 不 超过 0.001 多 。 丙 酮 不 超过 
0.01%; 所 用 的 分 液 漏 斗 的 活塞 上 ,最 好 不 涂 凡 士 林 等 润滑 剂 , 如 涂 有 这 种 润滑 剂 , 必 须 严 
密 防 止 溶 人 乙醚 ; 在 从 分 液 漏 斗 中 取出 乙醚 层 时 ,不 可 从 活塞 放出 ,应 该 从 它 的 所 上 倾 出 。 
过 滤 用 的 滤纸 可 选用 乙醚 充分 洗涤 过 的 普通 滤纸 。 在 最 初 用 乙醚 萃取 时 ; 内 容 物 是 温 热 
的 ,必须 注意 放 气 ,以 免 乙 醚 冲 出 ; 同时 此 刻 溶液 的 碱 性 相当 强 , 可 能 形成 乳 浊 层 , 可 以 滴 
加 几 滴 IN 盐酸 ,使 分 层 请 晰 。 

(3) 在 稀 的 皂 液 中 , 常 因 肥皂 水 解 而 使 脂肪 酸 盗 人 乙醚 层 。 虽然 乙醚 层 反复 用 氢 氧 
化 钾 溶 液 洗涤 ,使 脂肪 酸 皂 化 , 再 用 水 洗 去 , 但 是 残留 的 脂肪 酸 还 是 有 的 。 所 以 最 后 秤 重 
不 皂 化 物 后 ,必须 用 乙醇 溶解 不 皂 化 物 ,测定 它 的 酸度 。 如 果 在 中 和 时 超过 0.1 毫升 0.1V 
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氢 氧 化 钠 乙 醇 溶液 ( 约 相当 于 0.11% 游离 脂肪 酸 或 更 大 一 些 的 酸性 肥 印 ) 须 另 取 新 试 样 
重 做 。 
(4) 不 皂 化 物 含量 高 的 试 样 ,难以 皂 化 完全 , 除 可 考虑 延长 皂 化 时 间 外 ,可 把 试 样 重 
量 减 小 到 0.5 克 , 并 可 把 华 出 的 不 皂 化 物 重 复 皂 化 ,萃取 和 洗涤 等 和 前 面 的 操作 一 样 。 
(5) 一 般 油 脂 的 不 皂 化 物 含量 在 1 一 2 匈 ， 但 某 些 油脂 的 不 皂 化 物 含量 很 高 ,如 瘤 鱼 
肝 油 中 含 50—80%, 蜂蜡 中 含 45 一 56 匈 ,羊毛 蜡 中 含 39 一 557 。 


四 、 WR 值 
原理 


脂肪 中 游离 脂肪 酸 含量 的 情况 , 常用“ 酸 值 "表示 。 所 谓 酸 值 或 酸 价 就 是 中 和 1 克 样 
品 中 游离 脂肪 酸 所 需要 的 所 氧化 钾 的 毫克 数 : 
. RCOOH + KOH—+>RCOOK 十 H,0 
HOES EDRS RSD SRR ERS. — 
游离 脂肪 酸 含量 低 为 佳 。 
试剂 
LOIN RAM FEEL 6 克 氢 氧化 钾 《A. RD, FRA, BAZ 1000 


毫升 。 
标定 方法 秤 取 0.5 克 ( 准 确 至 0.0002 se) th BAT BSH, 于 150 毫升 三 角 瓶 中 , 加 30 SAK WK 
2 一 3 i. 用 所 配制 的 氢 氧 化 钾 溶 液 滴定 至 微 红 色 。 
NSS ae Te TOON 
AH, 4 为 标定 中 所 耗 用 的 氢 氧 化 钾 溶 液 毫 升 数 , B 为 邻 茶 二 甲酸 氧 钾 的 重量 ( 克 )e 
2. 乙醇 RSH 〈1:1, V/V): 等 体积 无 水 乙醇 和 葵 泥 和 后 ， 用 碱 液 滴 定 至 中 
性 。 
3. 酚 歌 指示 剂 ” 称 取 工 克 酚 栈 溶 于 100 毫升 75% 乙醇 溶液 中 。 
操作 步骤 
精确 秤 取 油 样 3 一 5 克 ( 准 确 至 0.001 克 ) 置 于 150 毫升 三 角 瓶 中 , 加 入 50 毫升 乙醇 : 
葵 混 合 液 , 摇 匀 ,使 油 样 充 分 溶解 后 ,加 入 2 一 3 滴 酚 本 指示 剂 ,然后 以 ON 氢 氧 化 钾 溶 液 
进行 滴定 ,至 微 红 色 30 秒 钟 不 消失 为 止 。 


计算 
mat — Y XN X 56.11 


A, V Ayia we TRE A A PAA ETT, NH AAAI 4 BRE, WH 
油 样 的 重量 ( 克 )。 


讨论 


C1) 颜色 次 的 试 样 ,用 酚 栈 作 指示 剂 时 ,确定 终点 有 困难 , 特别 是 溶解 后 的 溶液 旦 红 
色 时 , 酚 栈 指示 剂 不 能 显示 明确 的 终点 ,这 时 可 以 改 用 碱 性 蓝 6B 或 百 里 酚 ( 麻 香 草 酚 栈 )， 
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这 两 种 指示 剂 的 配 法 和 pH 范围 如 下 : 

PETE 6B 指示 剂 : 配 成 2 的 乙醇 (75 多) 溶液 。 变 色 范 围 为 pH9.4 一 14; 酸性 则 
呈 蓝 色 ; 碱 性 则 为 痰 红色 。 

百 里 酚 指 示 剂 : 配 成 1% WOM (75%) 溶液 。 变 色 范 围 为 pH9.3 一 10.5; 酸性 侧 呈 
蓝 色 , 碱 性 侧 为 蓝 色 。 

(2) 试 样 的 秤 量 视 酸 值 大 小 或 颜色 深浅 而 增 减 。 酸 值 小 ,颜色 浅 , 试 样 重量 可 适当 增 
加 (20 一 30 克 ); 酸 值 大 颜色 深 的 试 样 , 可 适当 减少 ( 1 克 )。 滴 定 用 的 氢 氧 化 钾 溶液 , 当 
酸 值 高 时 ,可 以 改 用 浓度 为 0.25N 或 0.5N; 一 般 以 所 用 氢 氧 化 钾 溶液 最 多 不 超过 10 毫升 
% Bo 

(3) 所 用 溶剂 ,也 可 采用 乙醚 :乙醇 混合 液 (2:1，V/V), CBS. RABE OR, 
可 选用 甲醇 :甲苯 混合 液 〈1:1,V/V) 或 乙醇 :石油 醚 混合 液 1:2，V/V)《 潮 点 为 80"C 
的 石油 醚 )。 不 论 用 哪 一 种 溶剂 ,都 要 中 和 至 中 性 才能 使 用 。 


第 二 节 。” 粗 脂肪 的 定量 测定 ” 
原理 


脂肪 类 化 合 物 一 般 都 溶 于 有 机 溶剂 ,如 乙醚 ,石油 醚 , 苯 及 氧 仿 等 ,不 溶 于 水 或 微 溶 于 
水 。 利 用 此 特性 ,以 索 氏 提取 器 (图 2.1) 用 乙醚 抽 提 出 样品 中 的 脂肪 然 
后 将 乙醚 蒸发 , 秤 取 瓶 中 残留 物 的 重量 , 即 可 得 到 样品 中 所 含 脂肪 的 量 。 

用 本 法 提取 的 物质 除 中 性 脂肪 外 ,还 含有 游离 脂肪 酸 、 蜡 \ 磷 脂 * 因 本 
及 色素 等 脂 溶性 物质 , 故 称 粗 脂 肪 。 

试剂 

乙醚 乙醚 试剂 中 不 能 含有 过 氧化 物 、 乙 醇 及 水 份 。 

去 过 氧化 物 的 处 理 ”将 乙醚 装 和 人 分 液 漏 斗 , 加 入 乙醚 量 1/5 的 10% 硫酸 亚 铁 〈100 same 
BWA TF 600 毫升 水 中 ,再 加 30 毫升 浓 硫 酸 酸化 ， 并 稀释 至 1000 SH) HHRMA BAD 
层 , 放 出 水 液 。 过 氧化 物 鉴定 法 :; 6 毫升 乙醚 于 试管 中 , 加 2 BH 10% 碘化钾 溶液 》 猛烈 混合 ， 
放置 1 分 钟 , 下 层 碘化钾 呈 黄 色 , 即 表示 有 过 氧化 物 存在 。 

去 乙醇 的 处 理 ”加 乙醚 量 1/5 的 10% 氢 氧 化 钾 浴 液 洗 涤 , 洗 后 放出 水 溶液 ,重复 2 一 3 

次 。 

去 水 份 的 处 理 ”在 乙醚 瓶 中 加 入 适量 细 粒 无 水 氧化 钙 , 放 置 一 屋 夜 ， 时 加 摇 荡 ， 将 上 层 清 
RB AR ER 


操作 步骤 


从 平均 样品 中 分 取 试 样 , 拣 去 杂质 , 用 感 量 0.1 毫克 的 天 平 准确 秤 取 
fone t 2—4 Fa, 105°C 烘箱 内 烘 1 小 时 ,取出 在 干燥 器 内 冷却 至 室温 ,然后 加 入 
研 乓 内 研 细 。《〈 芝 有 麻 、 葛 麻 籽 、 花 生 仁 在 研磨 时 可 以 加 适量 石英 砂 助 研 ) 

用 角 匙 将 研 细 的 试 样 移 人 已 烘 过 的 滤纸 简 ( 或 滤纸 包 ) 内 ， 并 取 少 量 脱脂 棉花 芯 己 醚 抹 净 
研 乓 和 研 锤 及 角 是 上 的 试 样 的 油 迹 ,一 并 投入 滤纸 简 ( 包 ) 内 。 在 试 样 面 层 塞 以 脱脂 棉花 ， 
将 凑 纸 简 ( 包 ) 放 人 抽 提 管内 。 然 后 在 已 烘 至 恒 重 的 洁净 抽 提 瓶 内 ,加 入 约 瓶 体 1/2 的 无 
水 乙醚 ,再 把 抽 提 器 各 部 分 连接 起 来 ,打开 冷凝 管 水 流 , 在 预先 加 热 至 75°C 左右 的 恒温 水 
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Bia LRT MAC 75W 电灯 加 热 )。 在 抽 提 过 程 中 ,应 保持 恒温 ,使 抽 提 管 中 乙 醚 以 
每 分 钟 通 流 150 滴 的 速度 进行 。 抽 提 时 间 按 样品 中 含油 量 多 少 而 定 。 含油 量 较 低 的 
(30% ) 油料 ,一 般 抽 提 8 一 10 个 小 时 ,含油 量 较 高 的 应 增加 抽 提 时 间 。 抽 提 的 完全 与 否 ， 
可 将 抽 提 管内 乙醚 用 滤纸 试验 无 油 迹 为 标准 。 

抽 提 完 后 ,外 开 抽 提 管 ,取出 滤纸 简 , 再 接 好 抽 提 器 ,继续 进 流 ,使 乙醚 循环 一 次 ,以 洗 
净 残 留 在 提取 器 上 的 脂肪 。 和 然后 邹 开 抽 提 管 ,将 乙醚 蒸 出 (回收 )。 在 蒸发 完毕 时 ,将 提取 
瓶 人 椭 斜 于 水 浴 中 继续 蒸 干 ,最 后 用 纱布 芯 乙 醇 擦 符 净 抽 提 瓶 外 壁 , 再 将 瓶 放 人 烘箱 内 进行 
烘 干 ， 直 至 前 后 两 次 烘 后 重量 之 差 小 于 0.2 毫克 为 止 。 提取 瓶 增加 的 重量 即 为 油脂 的 重 
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讨论 

C1) 试 样 处 理 : 

小 粒 油料 一 一 如 芝麻 油菜 籽 、 亚 麻 籽 等 分 取 试 样 20 克 , 装 人 磨 口 瓶 备用 。 

大 粒 油料 一 一 如 大 豆 ,花生 仁 等 。 分 取 试 样 30 克 , 拣 出 杂质 , 大 豆 用 磨 粉 法 磨 细 ，, 通 
过 10 毫米 筛 孔 ; 花生 仁 剪 碎 或 切 碎 装 人 瓶 内 备用 。 

带 壳 油 料 一 一 如 花生 果 , 葵 花 籽 等 。 取 样 30 克 , 逐 粒 剥 开 , 分 别 秤 重 , 计 算出 仁 率 ; 再 
将 籽 仁 剪 碎 或 切 碎 装 人 瓶 内 备用 。 

《2) 样品 研磨 后 转移 到 泪 纸 简 后 , 研 打 和 研 锤 及 角 匙 上 的 油 迹 一 定 要 用 乙醚 擦 出 ,并 
转移 至 滤纸 简 内 ,否则 会 严重 影响 结果 。 

(3) 一 般 用 沸点 在 60sc 以 下 的 有 机 溶剂 提取 。 乙 醚 提取 的 数值 一 般 偏 高 , 因 有 些 非 
旨 肪 物质 也 被 提取 ;而 石油 醚 提取 时 ,对 真 脂 具 有 更 大 的 选择 性 提取 。 


第 三 节 ”血清 中 脂 质 类 的 测定 
一 、 血 清 Bea! 
原理 


在 5 中 性 条 件 下 , 血清 中 的 p- 脂 蛋白 可 与 多 价 阴离子 溶液 (例如 肝素 、 硫 酸 吉 旋 糖 
本 等 该 酸 多 糖 类 ) 生 成 复合 物 , 当 加 入 二 价 阳离子 ( 锰 或 钙 ) 时 , 即 产生 不 溶性 复合 物 ,由 此 
形成 混 波 度 。 于 波长 600nm 比 色 测定 ,可 求 得 其 舍 量 。 


试剂 

1. 0.025M AWM ”2.725 克 无 水 氯 化 钙 加 蒸馏 水 至 1000 毫 升 。 

2 肝素 溶液 ”浓度 为 每 毫升 200 单位 。 具体 配制 时 根据 所 取 试剂 每 毫克 单位 含 
量 折算 。 例 如 : 若 标号 为 每 毫克 125 单位 , 则 取 4 毫克 配 成 2.5 毫升 即 可 。 

3. 8- 脂 蛋白 的 制备 ” 取 健 康 人 血清 (胆固醇 和 甘油 三 酯 在 正常 范围 内 ) 8 毫升 于 
500 毫升 三 角 瓶 中 ,加 0.025M 氧化 钙 4 80 毫升 , 摇 匀 后 加 肝素 溶液 (200 单位 /毫升 ) 8 毫 
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A BUZWRR, HRA. AeBKAUK. 次 晨 倾 去 上 层 清 液 , 把 沉淀 物 倒 人 试管 
3000 转 / 分 离心 ,小 心 吸 去 上 层 清 镍 后 ,倒置 试管 于 滤纸 上 ， 尽量 吸 去 管内 残余 请 液 ; 最 后 
把 试管 移 置 于 氧化 钙 王 燥 器 中 , 待 于 燥 恒 重 后 备用 。 


RE Re 


1. 标准 曲线 揭 制 作 || RR 8- 脂 蛋白 复合 物 5 毫克 ,于 小 研 打 中 , 加 0.025M Acs 
溶液 0.5 毫升 ,用 磨砂 玻璃 杆 研磨 成 均匀 悬 祖 ,再 逐 滴 加 和 0.025M ABBR 4.5 BIH, 
继续 研磨 悬 液 成 乳 浊 状 。 

吸取 上 述 标准 液 0.2、0.4、0.6、0.8、1.2 毫升 (各 相当 于 每 100 毫升 血清 中 含有 p- 脂 
蛋白 200、400、600、800 和 1200 毫克 ) ,分 别 于 各 试管 中 ,随即 加 0.025M ALAR. th 
足 体积 到 4.2 BH. HY. BB im (25°C) 30 分 钟 后 ,于 600nm 测定 光 密 度 ,以 水 作 空 白 ， 
读 取 各 管 的 光 密 度 读数 ,于 坐标 纸 上 绘 制 成 标准 曲线 。 

2. 样品 的 测定 取 血 清 0.1 毫升 ,加 0.025M 氧化 钙 溶 液 4 毫升 ,再 加 肝素 溶液 0.1 
毫升 , 摇 匀 , 置 室温 (25*C) 30 分 钟 后 , 按 上 述 操作 法 比 色 , 得 光 密 度 值 。: 查 标准 曲线 求 得 
p- 脂 蛋白 含量 。 

讨论 

(1) 本 法 用 征 离 子 和 肝素 对 8- 脂 蛋白 和 前 8- 脂 蛋白 起 浊 度 沉淀 反应 * 所 以 当 浊 度 增 
高 时 , 必 伴 有 胆固醇 或 甘油 三 酯 含量 的 增加 。 由 于 方法 简单 快速 , 故 可 用 于 临床 作为 高 
脂 血 症 一 项 预测 指标 。 

(2) 8- 脂 蛋白 浊 度 与 反应 时 间 :、 温 度 有 关系 。 测 定时 加 大 肝素 海 液 即 起 池 度 反应 ;如 
果 按 不 同时 间 读 取 光 密度 , 可 观察 到 , 每 隔 5 分 钟 光 密 度 上 升 .0.01， 自 25 60 分 钟 
则 稳定 成 一 直线 ,所 以 一 般 选 用 25 一 60 分 钟 内 进行 测定 。 

测试 样品 恒温 于 15—25°C 内 , 光 密 度 值 较 稳 定 , 高 于 25°C 时 , 光 密 度 升 高 0.02; 低 于 
15°C 时 光 密 度 降 低 0.02。: 所 以 控制 温度 在 15—25°C 范围 内 ,测定 结果 比较 稳定 。 ， 


二 、 血清 胆固醇 5 
(—) 邻 茱 二 甲醛 法 
原理 


临床 胆固醇 分 析 的 呈 色 反应 ,主要 应 用 类 固 醇 在 硫酸 中 的 氧化 缩合 反应 但 用 于 测定 
血清 中 胆固醇 时 , 会 受到 血 铺 中 蛋白 质 和 胆 红 质 等 的 于 扰 。 Zlatkis 探讨 了 四 十 余 种 芳香 
醛 与 血清 中 胆固醇 的 反应 ,指出 邻 茶 二 甲醛 和 胆固醇 的 反应 具有 敏感 度 强 、 特 异性 及 稳定 
性 好 的 优点 ,可 以 应 用 于 血清 胆固醇 的 直接 测定 。 作 用 原理 还 不 清楚 。 


试剂 
1. 邻 茶 二 甲醛 贮存 液 (100 毫克 /100 SA) ，” 称 取 邻 茶 二 甲醛 (O-phthaldialdehydey) 


500 毫克 溶 于 500 毫升 冰 栈 酸 中 ,棕色 瓶 贮存 ,室温 暗 处 保存 可 稳定 数 月 。 
2. 邻 茶 二 甲醛 应 用 液 (20 毫克 /100 ZA) ”吸取 贮存 液 100 毫升 ， 加 乙酸 乙 栈 
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100 毫升 ,无 水 乙醇 100 SH, 最 后 以 冰 酯 酸 稀释 至 500 SH, SHG, WARE. AA 
二 个 月 

3. 胆固醇 标准 深 液 (200 毫克 /100 SA) 精确 秤 取 胆 固 醇 200 毫克 , 置 于 1100S 
升 容量 瓶 中 ,加 入 无 水 乙醇 溶解 ,并 定 容 至 刻度 ,冰箱 保存 。 

4. 浓 硫 酸 CA. R.) 


操作 步骤 
依次 按 下 表 次 序 操 作 : 


试 剂 & 8 
邻 葵 二 甲醛 应 用 液 2.5 毫升 


血清 样品 ss 
AB Gl BS pre wR 0.02 毫升 
混 合 均 匀 
BARE | 1.0 Ft | 1.0 毫升 1.0 毫升 


轻 轻 地 摇 匀 ,5 分 钟 后 ,以 空白 管 校正 <“ 零 " 点 ,于 波长 550nm 比 色 , 读 取 光 密度 。 
计算 


测定 管 光 密 度 X.0.04 X 100° = = % AB i=] 
标准 管 光 窗 度 hs oak pani 


讨论 

(1) 本 法 胆固醇 含量 在 400 毫克 多 以 内 和 光 密 度 呈 良好 线性 关系 。 

《27 本 法 血清 用 量 极 微 ,方法 灵敏 ,因此 样品 及 标准 液 吸 取 时 必须 准确 , 一 般 采 用 血 
色素 吸管 吸取 后 ,用 滤纸 将 吸管 头 外 壁 拱 清 ,把 吸管 头 伸 人 试管 内 已 加 好 的 邻 茶 二 甲醛 应 
用 液 中 ,放出 样品 即 可 。 

(3) 当 室 温 过 低 时 ,可 把 加 好 邻 葵 三 甲醛 和 样品 的 试管 置 37C 水 浴 中 预 热 数 分 钟 ， 
然后 取出 同上 操作 。 

(4) 硫酸 对 显 色 深浅 影响 很 大 ,加 入 硫酸 愈 多 , 显 色 愈 深 。 由 于 浓 硫 酸 粘度 大 ,所 以 
各 管 加 时 速度 要 一 致 ,以 保证 准确 。 浓 硫酸 吸水 性 强 , 因 此 每 次 测定 要 同时 做 标准 管 的 测 
定 。 

(5) 本 法 显 色 峰 波 长 为 552nm， 当 加 人 浓 硫 酸 轻 轻 摇 匀 3 一 5 DEIN, 光 密 度 值 可 达 
最 高 值 ，15 分 钟 内 不 变 ，30 分 钟 时 光 密 度 平 均 为 原来 的 98 多 ， 1 小 时 后 平均 为 原来 的 
95% 以 上 。 测 定 管 的 稳定 性 比 标准 管 更 好 些 , 因 此 当 样 品 多 时 ,可 先 将 标准 管 比 色 。 

(6) 血清 用 量 可 以 增加 到 0.025 毫升 ,而 试剂 加 量 不 变 , 对 结果 无 影响 。 在 此 范围 内 ， 
血清 蛋白 , 胆 红 素 在 10 毫克 多 以 下 的 黄 癌 血清 ( 胆 红 素 过 高 时 可 将 标本 稀释 后 测定 ) 和 轻 
度 溶 血样 品 对 测定 无 于 扰 。 


~- 
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(=) 改良 Abell 氏 法 
原理 


血清 用 碱 性 乙醇 液 皂 化 ,使 其 中 胆固醇 酯 水 解 为 游离 胆固醇 ,然后 用 石 铀 醚 抽 提 总 胆 
固 醇 ,取石 油 醚 抽 提 该 于 适宜 的 温度 茹 干 后 , 溶 于 去 醛 冰 醋酸 中 ,最 后 以 三 氯 化 铁 、 硫 酸 及 
UK BR BRYA WK IZ Wi FE fo 
试剂 
1. LAGE (A. R.) 
2. 石油 栈 (A. R.) (60—90°C 8H) 
3. 硫酸 (A. R.) 
4. KER (A. R.) 
5. 33% 氧 氧化 钾 溶 液 PR 33 克 氢 氧化 钾 , 加 水 溶解 至 100 毫升 。 
6. 10% 三 氧化 铁 溶液 ” 秤 取 2.5 克 FeCl: 6HO ATURE, 最 后 体积 达 25 


7. GEMM ”0.1 EF 10% 三 氧化 铁 溶液 加 10 毫升 硫酸 。 临 用 时 配制 。 
8. 胆固醇 标准 流 (1 毫 交 /毫升 ) 。” 精确 秤 取 结 晶 胆 固 醇 100 毫克 ， 溶 于 无 水 乙醇 
置 100 毫升 容量 瓶 中 至 刻度 。 贮 于 棕色 瓶 中 ,冰箱 CARAS 


操作 步骤 


1. 标准 曲线 的 制作 ”，” 取 胆固醇 标准 滚 (1 S/S) 2 SAT 50 毫升 容量 瓶 中 ， 
加 3 毫升 无 水 乙醇 ,于 37°C 保温 1 小 时 ,取出 后 加 水 5 毫升 ,石油 醚 10 毫升 ,充分 摇 匀 置 
室温 数 分 钟 , 待 分 成 二 层 后 , 取 上 层 请 液 0.25、0.50、0.75、1.0 及 1.5 毫升 (分 别 相当 于 血 
清 中 胆固醇 含量 为 50、100、150、200 和 300 毫克 /100 毫升 ) 分 别 放 人 各 试 答 ， 于 
60—70°C KPBAF. MW SIKH 3 BH, 56°C, 10 分 钟 使 其 全 部 溶解 ,加 显 色 剂 2 毫 
升 摇 匀 ,继续 作用 10 分 钟 ,冷却 后 ,以 空白 管 作 对 照 ,于 540nm 读 取 各 管 的 光 密 度 值 。 以 
胆 男 醇 浓 度 为 横 坐 标 , 光 密度 值 为 纵 坐 标 制作 标准 曲线 。 

2. 样品 的 测定 “吸取 0.2 毫升 血清 于 试管 中 , 边 摇 边 加 人 无 水 乙醇 2 毫升 ,再 加 
33% 氧 氧 化 钾 溶 液 0.2 毫升 ,于 37°C 水 浴 中 ,放置 1 小 时 ,再 加 2 毫升 车 馏 水 ,石油 醚 到 
毫升 ,充分 摇 匀 ,吸取 上 层 清流 2 毫升 于 另 一 试管 , 置 60 一 70sc 水 浴 蒸 二 ,和 王后 加 冰 酷 酸 
3 毫升 ，56"C，10 分 钟 ,充分 溶解 ,再 加 显 色 液 2 毫升 ( 1 DNR ERMA BY, 
继续 作用 10 分 钟 。 取 出 冷却 。 以 空白 管 作 对 照 , 读 取 540nm 的 光 密 度 值 ,结果 查 标 准 曲 
线 得 胆固醇 含量 。 | 

讨论 

C1) 制作 标准 曲线 的 胆固醇 最 好 重 结晶 纯 化 。 方法 如 下 : “ 取 胆 固 醇 2 克 ， AAT 
60 一 70 毫升 无 水 乙醇 中 ,使 达 饱 和 ,可 略 加 温 助 溶 , 过 滤 后 , 置 冰箱 冷却 , 即 可 析出 结晶 ， 
过 滤 收 集 胆固醇 结晶 。 必 要 时 可 如 此 重复 结晶 三 次 。 贮 于 干燥 器 内 人 恒 重 ,纯化 后 产物 为 
洁白 色 片 状 晶体 。 


es。 34 。 


(2) 冰 栈 酸 要 求 不 含 醛 类 杂质 及 水 份 。 
(3) 操作 步骤 注意 点 : 抽 提 时 必须 剧烈 振荡 2 分 钟 , 并 防止 石油 醚 挥发 ; 显 色 时 ， 样 
品 \ 标 准 及 空白 都 必须 保持 同一 温度 ,然后 加 显 色 剂 。 


(—) 直接 法 
原理 


一 通过 阳离子 交换 树脂 吸附 去 除 血 清 中 的 磷 酯 , 然后 用 氧 仿 抽 提 甘油 三 酯 ,过 滤 除 去 树 
脂 后 , 取 滤液 蒸 干 ,再 皂 化 成 为 脂肪 酸 和 甘油 ,然后 加 过 碘 酸 钠 氧 化 甘油 使 成 醛 ,多 余 的 碘 
由 亚 砷 酸 钠 还 原 而 终止 氧化 。 最 后 加 变色 酸 -(4, 5 二 羟 -2，7 BBM), 使 与 醛 生成 时 
色 复 合 物 。 通 过 比 色 测 定 , 求 得 血清 中 所 含 甘油 三 酯 的 量 。 此 法 已 沿用 多 年 ,所 产生 的 颜 
色 稳 定 ， ee 
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紫色 复合 物 
试剂 
l. 氯仿 ( 重 蒸 ) 
2.02% 氧 氧 化 钾 乙 醇 深 液 1 克 氢 氧化 钾 溶 于 无 水 乙醇 中 至 500 BF 
3. 无 水 乙醇 
4. 0.2N 硫酸 
5. 0.05M it RR HB 1.07 FEAR AIR TB KS 100 毫 升 。 
6. 0.5M 1 RH 2.25 克 氢 氧化 钠 和 5 克 三 氧化 二 砷 ， 先 以 少量 水 溶解 ,最 后 加 


蒸馏 水 至 100 毫升 。 

7. 0.2% 变色 酸 2 克 变 色 酸 溶 于 200 毫升 水 中 ;另外 将 600 毫升 浓 硫 酸 缓 缓 加 
和 人 300 毫升 水 中 , 边 加 边 搅 (在 2000 毫升 的 大 烧杯 中 进行 ), 待 冷 后 , 取出 800 毫升 ,加 和 
变色 酸 溢 液 ,贮存 于 棕色 瓶 中 。 置 室温 避 光 可 保存 3 个 月 之 久 。 

8. 国产 钠 型 阳离子 树脂 8 (<200 目 。) 

9. AAA ”将 滤纸 先 浸泡 于 0.02N 氢 氧 化 钠 溶液 中 , 24 小 时 ， hoe te 
0.02N 盐酸 溶 和 被 浸泡 同样 时 间 , 最 后 用 95% CBee 4 小 时 ,乙醚 2 小 时 , 烘 干 备用 。 

10. 甘油 三 酯 标准 液 

61) AR 250 毫克 甘油 三 酯 ,用 氯仿 溶解 ,并 于 50 毫升 容量 瓶 中 定 容 至 刻度 。 浓 
度 为 5 毫克 /毫升 。 

《2) WAM RUCK 1 毫升 ,用 氯仿 稀释 至 100 毫升 。 浓 度 为 50 微克 /毫升 。 
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操作 步骤 


1. 样品 的 测定 ” 取 血 清 0.25 毫升 , 加 0.5 毫升 生理 盐水 稀 杰 。 摇 匀 。 取 树脂 工 克 
于 50 毫升 三 角 烧 瓶 中 ,加 氯仿 1 毫升 ,然后 逐 滴 加 人 已 稀释 的 血清 0.25 毫升 ， 随 加 随 摇 ， 
混和 均匀 ,再 加 氯仿 3.75 BH. ADRS 10 eh BARN. 取 二 个 试管 各 加 站 小 工 毫 
升 ,于 65—70C 水 滩 蒸 干 。 分 别 作 皇 化 与 未 时 化 试验 。 


按 下 表 步 又 进行 操作 _ 
步 又 fe 化 管 未 二 
0.2% 氢 氧 化 钾 乙 醇 溶 液 ( 毫 升 ) 0.5 oF 
无 水 乙醇 (毫升 ) 一 0.5 
混 匀 ，, 放 人 和 人 60—70°C, 7K 15 分 钟 
0.2N 硫酸 (毫升 ) | 0.5 0.5 
放 人 和 沸水 浴 中 5 分 钟 ,取出 冷水 冷却 Saas 
0.05M 过 夏 酸 钠 (毫升 ) | 0.1 0.1 
旋转 管 底 ,使 均匀 接触 ,充分 氧化 10 分 钟 
0.5M 亚 砷 酸 钠 (毫升 ) | ae | 0.1 
呈 黄 色 后 转变 为 无 色 ,停止 反应 
0.29% 变色 酸 (毫升 ) | 5.0 | 5.0 


FRKA HAA 20 Dh, 呈 紫 色 复 合 物 , 冷 却 后 ,以 未 皂 化 管 作为 对 照 , 较 正 - 零 ' 点， 
读 取 570 毫 微米 的 光 密 度 值 ,并 于 标准 曲线 上 查 得 含量 。 

2. 标准 曲线 制作 分 别 吸 取 甘 油 三 酯 应 用 液 0.2、0.4、0.6 和 0.8 毫升 ， 于 各 试管 
中 , 并 同样 重复 一 组 。 作 皂 化 与 未 皇 化 。 各 管 置 水 浴 蒸 干 后 , 测定 按 上 述 操作 步骤 进行 
以 上 各 管 中 甘 油 三 酯 的 含量 为 10、20、30 和 40 微克 , 相当 于 血清 中 甘油 三 酯 含量 为 60、 
120、180 和 240 毫克 多 。 读 取 各 管 的 光 密 度 值 , 并 于 坐标 纸 上 绘 制 标准 曲线 。 

讨论 

操作 步骤 注意 点 : 血清 与 树脂 的 接触 面 一 定 要 分 散 , 使 树脂 能 充分 吸附 磷脂 。 A 
HEN BARE, 并 且 滤 液 一 定 要 蒸 于 。 配 制 变 色 酸 浓度 为 0.2 色 ,如 果 浓 度 高 于 或 低 
于 此 值 , 显 色 将 受 影响 。 在 反应 中 ,硫酸 浓度 对 反应 速度 影响 很 大 。 显 色 反 应 于 100% 水 
浴 30 分 钟 已 达 高 峰 。 
(二 ) 快速 法 

原理 

血 请 中 甘油 三 酯 用 正 壬 烷 / 异 丙 醇 混合 溶剂 抽 提 ,经 皂 化 为 甘油 及 脂肪 酸 。 以 过 碘 酸 

钠 氧 化 甘 负 生成 甲醛 ， 甲 醛 与 乙酰 丙酮 反应 生成 黄色 的 3，5- 二 乙酰 -1,，4- 二 氧 二 甲 基 吡 


啶 《3，5-diacetyl-1,4-dihyhrolutidine)。 于 波长 420 毫 微米 比 色 , 即 可 测 得 血清 中 甘油 三 酯 
的 含量 。 
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l 1 1 
H 一 C 一 H + 2CH,— C—CH,— C —CH, + NH{—»>CH;— C a OH; 
Lee 
cH,” \N \cx, 
H 


LAM 3, 5-7 Mi-1, 4- 二 氧 二 甲 基 吡 喧 
试剂 


1. 正 壬 烷 / 异 两 醇 混合 液 (2:3.5V/V)。 

取 正 壬 烷 20 毫升 加 异 丙 醇 35 毫升 混合 , 置 棕色 瓶 中 。 

2. 0.04M HBR RK 

3. GRR ”” 秤 取 氢 氧化 钾 (A. R.) 2.5 克 , 于 50 毫升 蒸馏 水 中 溶解 后 ,加 异 丙 醇 
500 毫升 , 置 棕色 瓶 内 。 a ct : 

4. 氧化 试剂 —- PRE ZK ERAGE 77 克 , 溶 于 700 毫升 蒸馏 水 中 , 加 冰 栈 酸 (A. R.) 
60 毫升 ,过 碳酸 钠 1 克 , 最 后 加 蒸馏 水 至 1000 毫升 。 

5. 显 色 剂 CRAM 2 毫升 加 入 500 毫升 异 丙 醇 混 匀 , 置 棕色 瓶 中 。 

6. 甘油 三 酯 标准 贮存 液 “准确 秤 取 三 油 酸 甘 油 酯 1.0 克 于 100 毫升 容量 瓶 内 ， 加 
正 壬 烷 / 异 丙 醇 混合 液 至 刻度 。 浓 度 为 1 毫升 中 含 10 毫克 。 放 冰箱 保存 。 

7. 甘油 三 人 栈 标准 应 用 液 “” 将 上 述 贮 存 液 用 正 于 烷 / 异 琴 醇 混合 液 稀 释 10 倍 , 浓度 
为 1 毫克 /毫升 。 


操作 步骤 

按 下 表 进 行 : 

步 又 Zs A 管 (CB) 标 准 B (S) 样 品 管 〈u) 
血清 (毫升 ) = 一 0.2 

Ef th = Be be DY KF ) 一 2 

蒸馏 水 (毫升 ) 0.2 0.2 

正 壬 烷 / 蜡 两 醇 混 合 液 ( 毫 升 ) 2.2 2.0 292 
0.04M 硫酸 (毫升 ) 0.4 0.4 0.4 


剧烈 振 摇 30 秒 , 静 置 分 层 , 另 取 三 个 洁净 试管 ,分 别 吸取 上 层 清 流 0.4 毫 升 , 加 和 各 管 
《防止 其 他 流体 流 人 。) 尽 量 使 吸管 壁 上 流体 流 尽 。 然后 各 管 中 都 加 皂 化 剂 2 BH. HY, 
于 65 一 70"C 水 浴 3 分 钟 , 再 加 氧化 剂 1 毫升 , 显 色 剂 2 ST. RAY, ME 65—70 © 
水 浴 中 15 分 钟 , 取 出 冷却 15 分 钟 后 ,以 空白 管 作 对 照 , 调 节 " 零 "点 ,于 波长 420nm 比 色 ， 
读 取 光 密度 。《 比 色 杯 应 干燥 , 以 免 水 份 引起 浑浊 ,影响 测定 结果 。) 


计算 


样品 管 读 数 = 而 浅 甘 油 三 柄 竟 志 驳 
EER xX 100 = 血清 甘油 三 酯 毫克 多 


讨论 

(1) 线性 关系 : 当 甘油 三 柄 在 300 毫克 多 以 上 不 符合 比尔 定律 ,如 果 高 浓度 的 甘油 
三 酯 血清 ,应 以 生理 盐水 适当 稀释 。 

(2) 显 色 稳 定性 : 显 色 后 15 一 60 分 钟 内 光 密 度 变化 不 大 ,60 分 钟 后 显 色 不 稳定 ,15 
分 钟 前 显 色 不 完全 。 

3) 正 壬 烷 国 产 (北京 化 工厂 三 级 试剂 ) 与 进口 (瑞士 Fluka AG) 的 比较 : 在 其 它 条 
件 不 变 下 ,所 得 结果 无 显著 性 差异 。 国 产 的 空白 读数 较 瑞士 的 为 低 。 目前 许多 单位 用 正 
庚 烷 代替 正 壬 烷 , 但 选择 性 不 如 后 者 。 

(4) 本 法 简便 ,快速 ,干扰 因素 少 ,不 受 溶 血 ` 黄 站 影 响 , 但 正 壬 烷 价 格 较 贵 。 


四 、 血 清 脂 蛋 白 电泳 


(一 ) 醋酸 纤维 薄膜 脂 蛋 白 电 泳 2- 书 
原理 


酷 酸 纤维 薄膜 脂 蛋白 电泳 ,以 醋酸 纤维 薄膜 为 载体 ,利用 各 脂 蛋白 电泳 时 移动 率 的 不 
同 , 进 行 分 离 。 电 泳 后 ,用 臭氧 使 脂 蛋 白 的 脂肪 酸 中 的 双 键 氧化 ,产生 醛 基 类 物质 ,再 用 亚 
硫酸 品 红 染色 ,生成 紫红 色 复 合 物 。 从 而 对 各 区 带 颜 色 的 深浅 不 同 而 进行 鉴别 。 

第 一 种 方法 : 〈 以 过 氧化 钢 进 行 臭 氧化 。) 

试剂 

C1) PERAK (pH8.6， 离 子 强度 0.075): FRELRW 15.458 克 和 巴 比 习 
2.768 克 溶 于 1000 毫升 蒸馏 水 中 。 

(2) PAK (A. R.)。 

(3) 浓 硫 酸 (A. R.)。 

(4) 亚 硫 酸 品 红 染色 波 : 秤 取 0.5 克 碱 性 品 红 溶 于 100 毫升 沸水 中 , 冷 至 60% 左右 ， 
加 LN 盐酸 20 BH ARABS, 加 偏重 亚硫酸钠 ( 钾 ) 2 克 混 合 , 置 冰 箱 过 夜 , 次 日 加 活 
性 次 1 克 , 混 合 过 滤 , 滤液 应 为 无 色 , 塞 紧 瓶 口 , 置 冰箱 贮存 待 用 。 

(5) 0.1N 盐酸 ; 0.001N 盐酸 。 

(6) 0.5% 硝酸 (V/V). 

(7) BWR: C1) — AWM 9 H+ FH 1H. (2) 0.4N RARER. 

(8) AAR: HLUKARM 70 毫升 加 无 水 乙醇 30 毫升 混合 。 

(9) 液体 石蜡 

(10) 栈 酸 纤维 薄膜 : 厚度 为 0.16 一 0.20 毫米 ,每 条 长 7 厘米 , 阔 2.5 厘米 。 


操作 步骤 


Cl) 点 样 : 将 醋酸 纤维 薄膜 条 浸 于 巴 比 妥 缓 冲 液 中 , 约 15 分 钟 后 取出 用 滤纸 将 薄膜 
上 多 余 的 缓冲 液 吸 干 。 毛 面向 上 , 用 血色 素 吸管 将 新 鲜血 清 2 一 2.5 微 升 均匀 地 点 加 于 离 
膜 端 约 2 厘米 处 , 当 血 清 全 部 次 人 膜 内 后 即 可 电泳 。 
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(2) 电泳 : 将 加 好 血清 的 薄膜 翻转 ， 毛 面向 下 , SHH LOR LAE 4 
层 ) 加 血清 端 置 于 阴极 端 ,平衡 5 分 钟 , 通 电 , 电 压 10 一 15 伏 / 厘 米 ,电流 0.4 一 0.6 毫 安 / 厘 
米 ,45 一 60 分 钟 ( 区 带 展 开 约 2.5 一 3.0 厘米 左右 )。 取出 置 于 支架 上 ，, 在 37“c 烘箱 中 烘 
30 分 钟 使 干 。( 或 100°C 烘箱 10 分 钟 。) 

(3) 臭氧 氧化 :将 已 烘 干 的 膜 夹 在 架 上 ， 置 真空 干燥 器 中 央 , CHEK ERM, 
MABE 5 克 过 氧化 饥 ,迅速 加 大 12 毫升 浓 硫 酸 ,立即 加 盖 , 此 时 干燥 器 内 产生 强烈 的 臭氧 
= WBA 20—30 分 钟 ,取出 准备 染色 。 氧化 器 可 根据 具体 情况 选用 。 氧 化 要 完全 ， 
必要 时 可 加 大 过 氧化 饥 和 浓 硫 酸 用 量 。) 

(4) 2a: BR 0.001IN 盐酸 浸泡 5 一 10 分 钟 ， 再 移 至 亚 硫 酸 品 红 染 色 液 , 浸泡 
30 一 40 分 钟 , 取 出 用 0.5 儿 硝酸 洗 三 次 ,每 次 约 5 分钟 ,尽量 洗 去 多 余 的 染色 液 , 再 用 0.1V 
盐酸 洗 一 次 。 

(5) 结果 判断 : 自 阴极 端 起 ,原点 为 乳 糜 微 粒 , 依 次 为 pb-, 前 p- 和 o- BEAL 

(6) 如 欲 测 各 区 带 百分比 , 则 可 将 膜 上 各 条 区 带 分 别 剪 下 , 置 试管 中 加 浸出 液 〈1) 2 
毫升 , 待 膜 完 全 溶解 后 ,在 波长 为 530nm 比 色 测定 ,计算 百分率 ;或 每 管 加 浸出 液 (2) 4 毫 
升 ; 放 置 于 沸水 浴 15 分 钟 ,冷却 后 加 冰 栈 酸 工 毫升 后 比 色 测定 。 

(7) 如 和 欲 将 薄膜 透明 化 ,可 将 染色 清洗 后 的 薄膜 条 置 于 洁净 干燥 的 玻璃 板 上 ,用 请 纸 
压 干 , 取 透 明 液 ; 加 在 膜 面 上 ,但 与 玻 板 之 间 不 能 有 气泡 , 放 人 70—80°C 烘箱 中 约 10 一 15 
分 钟 后 取出 ,将 透明 条 剥 下 , 即 成 鲜艳 而 不 褪色 的 脂 蛋 白 薄 膜 条 ,可 永久 保存 

第 二 种 方法 : (以 紫外 光 灯 照射 进行 臭氧 化 5 

试剂 

(1) 巴 比 妥 缓冲 液 (pH8.6， 离 子 强度 0.075), 同 前 。 

(2) 5% 三 氧 乙酸 。 

(3) 70 多 甲醇 及 无 水 甲醇 

(4) 0.001N 及 0.1N 盐酸 。 

(5) 1% HER. 

(6) 亚 硫 酸 品 红 液 : C1) 碱 性 品 红 0.4 克 , 加 蒸馏 水 240 SH, MBA, them 
馏 水 至 原 体积 。(2) 10% 亚硫酸钠 溶液 。(3) 浓 盐酸 。 取 (1) 液 120 毫升 ,(2) 液 20 毫升 ， 
(3) 2 毫升 混 匀 ,加 水 至 200 毫升 , 装 于 瓶 中 。 置 冰箱 中 两 周 内 有 效 。 此 试剂 配 好 后 , 放 
2 一 3 小 时 后 即 可 使 用 。 

(7) 透明 液 : 甲醇 : 冰 醋 酸 :甘油 按 85: 1421 比例 混 匀 ( 亦 可 不 加 甘油 ; 临 用 前 配制 较 
好 。) 

(8) 醋酸 纤维 膜 : 可 裁 成 6X2 厘米 长 条 。 

(9) 灯 管 : 紫外 光 灯 管 一 支 , 30 瓦 , 2537 扩 。 安 装 于 细菌 培养 接种 单 内 ,可 供 消 毒 ， 
BRAC BA. 


操作 步骤 


(1) 电泳 : 将 已 在 电泳 缓冲 液 中 浸 湿 的 醋酸 纤维 膜 条 取出 。 用 滤纸 吸 去 多 余 液 体 。 
于 毛 面 点 血浆 (EDTA—Na, 抗 凝 ) 或 血清 3 一 5 Wt. Ka, CHAP, 点 样 端 靠 阴极 ， 
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BAF iM LE. HE 150 伏 , 通 电 35 一 40 分 钟 。 

(2) RA: 将 脂 蛋 白 电泳 分 离 后 的 醋酸 纤维 薄膜 , 淄 人 5% 三 氧 乙酸 溶液 中 104 
SL BAA 70% 甲醇 1 分钟, 烘 干 。 然 后 将 毛 面 向 上 ,， 置 紫外 光 灯 接种 单 内 ， 相 距 约 8 8 
左右 , 开 灯 ,直接 照射 10 一 15 分 钟 。 

(3) 染色 : 臭氧 化 后 的 膜 再 浸入 0.001N Bh, SEH. BEA WRREARER 
lO. FAK SA & BBA 0.1V 盐酸 漂洗 液 中 漂洗 数 次 。 

(4) 结果 判断 : 自 阴 极端 起 ,原点 为 乳 糜 微 粒 , 依 次 为 6-、 前 0-7 o 脂 蛋 自 。 

(5) 透明 化 : 如 需 保存 或 用 光 密 度 计 测定 ,可 使 呈 透 明 状 。 步 又 为 : MOAN 盐酸 中 
取出 已 染色 的 膜 , 淄 人 1% 酯 酸 溶液 5 分 钟 ; 浸 人 甲醇 30 Sh, BA BHR 1-2 分 钟 ,将 
膜 取 出 , 平 贴 于 洁净 玻 板 上 , 放 37— 60 待 干 , 放 凉 , 揭 下 夹 于 厚 书 内 , 即 得 透明 的 脂 蛋 白 
图 谱 。 


讨论 

(1) 第 一 种 方法 以 过 氧化 领 加 硫酸 法 是 常用 的 方法 。 第 二 种 方法 以 此 外 光 灯 照射 代 
蔡 过 氧化 饥 进 行 臭氧 化 ， 并 在 操作 过 程 中 增加 5% 三 氧 乙酸 溶液 固定 和 ,70 多 甲醇 浸泡 ; 
这 二 步骤 可 以 提高 脂 蛋 白 各 区 带 (特别 是 6- 脂 蛋白 和 前 BH a DOS 

(2) 酷 酸 纤维 薄膜 脂 蛋 白 电泳 ,结合 血清 脂 质 的 外 观 和 化 学 测定 分 析 ; 可 简易 确定 高 
脂 蛋 白 血 症 的 类 型 。 | 


高 血脂 症 类 型 | 血清 外 观 Baw = anh o£ © RR k A : 
1 乳 靡 微粒 乳 靡 微粒 带 明显 ,其它 正 党 : 
I 清 B- 带 明显 增高 ,前 CER 
I, 微 混 | 8- 带 和 前 8- 带 明显 增高 
m1 清 或 云雾 状 混浊 出 现 宽 6- 带 , 乳 靡 微粒 带 模糊 
IV 清 或 微 混 高 | 前 6- 带 显著 增高 ，B- 带 正常 ; 乳 靡 微粒 带 不 明显 
v 混浊 或 乳 麻 微 粒 高 | 乳 靡 微粒 带 明 显 ,前 6- 带 增高 


(=) RA Meikle SB Bik 
原理 


聚 丙烯 酰胺 凝 胶 是 由 丙烯 酰胺 和 双 丙 烯 酰胺 在 催化 剂 作 用 下 进行 聚合 而 成 5 羽 此 凝 
胶 为 载体 可 作 血 清 脂 蛋白 电泳 分 析 。 由 于 这 种 凝 胶 电泳 兼 有 分 子 得 和 电泳 的 联合 作用 ; 
且 凝 胶 透 明度 强 , 因 此 大 大 提高 了 它 的 分 辨 能力 。 通过 凝 胶 电 泳 , 可 将 血 铺 脂 蛋白 各 组 份 
请 楚 地 分 离 。 

试剂 

1. 0.5M Tris-0.04M EDTA 缓冲 液 秤 取 Tris 6.057 克 ，EDTA 1.17 3%, jn 
量 蒸馏 水 咨 解 后 ,稀释 定 容 至 100 毫升 。pH 值 为 8.8。( 置 冰箱 保存 。) 

2. 10% 过 硫酸 匀 淤 液 秤 取 过 硫酸 铵 0.5 克 ， 溶 于 5 毫升 蒸馏 水 中 。《 最 好 临 用 
前 配 * 至 多 放置 一 周 ) 

3.25% 蔗糖 溶液 PEAY 2.5 克 芒 糖 溶 于 10 毫升 蒸馏 水 中 。 


es。 40 。 
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4. 电泳 缓冲 液 的 配制 0.4M 硼酸 、 硼 人 砂 缓冲 液 : 秤 取 硼 夏 30.512 Fe, 硼酸 4.948 5a, 
加 蒸馏 水 溶解 并 稀释 至 1000 毫升 。 每 次 用 时 取 90 毫升 加 蒸馏 水 至 1440 毫升 《0.025M， 
pH9.0)。 

用 Tris, HABA RK. MEER RBA. 

5. 20% BRERA Ee) = PRR Maile 19.6 克 ， 双 丙 烯 酰胺 0.4 be, MARTE 
解 稀释 并 定 容 至 100 毫升 ( 置 冰箱 保存 )。 

6. 乙酰 苏丹 黑 深 深 ，” 秤 取 2 克 苏丹 黑 B 加 60 毫升 吡啶 ,40 毫升 醋 配 ， 混 合 放置 
过 夜 后 ,再 加 3 升 蒸馏 水 ,乙酰 苏丹 黑 即 析出 。 抽 滤 后 再 溶 于 丙酮 中 ,将 丙酮 蒸发 ,剩余 物 
即 为 乙酰 苏丹 黑 。 将 乙酰 苏丹 黑 溶 于 无 水 乙醇 中 制 成 也 和 溶液 。 

7. 50% 四 甲 基 乙 烯 二 胶 (TEMED) wR = HAHA CMO AAR OK 


操作 步骤 


1. 凝 胶 制 备 脂 蛋 白 电 泳 一 般 采 用 分 离 胶 和 样品 胶 组 成 的 凝 胶管 ,下 层 为 分 离 胶 
约 含 4 多 丙烯 酰胺 ,上 层 为 样品 胶 约 含 2.5 多 丙烯 酰胺 。 eee AM Ts 

C1) 分 离 胶 制备 : 

20% AKAM 2.4 毫升 ， 

Tris-EDTA 缓冲 液 ”1.2 毫升 ， 

蒸馏 水 “7.0 BF, 

50% 四 甲 基 乙 烯 二 胺 溶液 0.05 毫升 。 

置 三 角 烧 瓶 中 , HY. BMA 10% 过 硫酸 铵 溶液 0.15 SH, 混 匀 。 迅 速 用 吸管 分 装 
于 玻璃 管 中 ,〈 两 通 玻璃 管 , 一 头 用 橡皮 塞 封 固 。) 每 管 约 0.8 一 1.0 毫升 左右 。 然 后 覆盖 一 
BRAK KES ik 30 分 钟 即 可 聚合 完全 。 

(2) 样品 胶 的 制备 : 除 取 20% 单 体 母液 为 1.8 毫升 外 ,加 和 的 其 他 试剂 量 及 操作 与 
分 离 胶 制 备 法 相同 。 将 上 述 分 离 胶 上 层 蒸馏 水 吸 去 , 每 管 加 入 样品 胶 0.2 SHEA BE 
盖 一 层 蒸 馏 水 ,放置 30 分 钟 聚合 后 即 可 使 用 。 

2. mae Fung 0.18 毫升 , 加 乙酰 苏丹 黑 0.02 BF, B 37°C mA 15 分 钟 ， 再 加 
人 25% FERRARI 0.2 毫升 ,然后 取 30 微 升 此 混合 滚 置 于 上 述 胶管 的 被 面 上 ,加 电泳 缓冲 
液 使 之 充满 至 胶管 管 口 。 将 胶管 下 端 橡皮 塞 去 掉 。 

3. 电泳 ”将 上 述 已 加 入 样品 的 胶管 , 插 人 带 孔 的 电泳 槽 中 , 紧 塞 ， 务 必 不 使 漏水 。 
在 上 下 两 槽 中 分 别 往 和 人 电泳 缓冲 液 。 然 后 通电 ,每 支 胶管 需 电 流 为 3 一 5 毫 安 。 一 般 通 电 
为 20 一 30 分 钟 。 

4. 结果 判断 ”用 肉眼 直接 观察 各 区 带 颜 色 深 小， 宽窄 。( 脂 蛋白 染 成 黑 蓝 色 。) 脂 
蛋白 主要 组 份 相对 位 置 从 阴极 端 到 阳极 端 为 : 染料 、 乳 糜 微 粒 \ 前 6- 脂 蛋白 、6- 脂 蛋白 和 
c- 脂 蛋白 。 


讨论 
C1) 在 制备 凝 胶 时 ,加 和 人 20% 单 体 母液 的 量 可 根据 丙烯 酰胺 和 双 丙 烯 酰胺 的 质量 略 
有 增 减 。 加 入 催化 剂 后 ,最 好 在 5 分 钟 内 分 装 于 玻璃 管 


es 才 ] 。 


(2) 样品 要 新 鲜 , 不 能 超过 24 小 时 ;电泳 时 温度 以 室温 18 —22°C Hf, locCH AK 
带 可 以 分 开 , 但 比较 模糊 , 4°C 以 下 各 脂 蛋 白 不 能 分 开 , 30° BARRE Hane 30 tk 
升 为 最 好 。 电 泳 时 凝 胶 不 要 有 气泡 。 

(3) 电泳 时 间 以 20 一 30 分 钟 为 宜 , 少 于 15 分 钟 各 区 带 分 不 开 , 超过 40 分 钟 各 区 带 
又 太 分 散 而 影响 结果 观察 。 

(4) 本 电泳 分 离 方法 中 前 6- 脂 蛋白 的 位 置 或 栈 酸 纤维 薄膜 电泳 法 中 不 同 。 主要 原 
因 是 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 具 有 分 子 筛 的 作用 。 
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凡 有 生命 之 处 都 离 不 开 蛋 白质 的 存在 。 蛋白 质 是 生物 体 的 主要 组 成 成 份 , 是 各 种 生 
命 现象 与 生理 活动 的 最 重要 物质 基础 之 一 。 | 
氨基 酸 是 组 成 蛋白 质 的 基本 单位 。 蛋白 质 用 酸 、 碱 或 酶 水 解 的 最 终 产 物 是 氨基 酸 。 
H 
| 
氨基 酸 的 结构 通 式 为 R 一? 一 COOH。 IRE HHA AERA LF ABEL MUAY a 
NH, 
ARORA LARTER a WALI) 各 种 氨基 酸 在 结构 上 的 差异 都 表现 在 R 基 
团 上 。 | 
蛋白 质 是 复杂 的 高 分 子 化 合 物 , 由 氨基 酸 以 肽 键 相互 联接 而 成 ,分 子 量 从 几 万 到 几 百 
万 , 溶 于 水 成 亲 水 性 胶体 溶液 。 由 于 各 种 蛋白 质 分 子 内 氨基 酸 的 数目 和 排列 顺序 不 同 , 因 
此 决定 了 蛋白 质 的 种 类 繁多 ,结构 复杂 , 功能 各 异 。 如 按 其 分 子 组 成 ,蛋白质 又 可 分 为 两 
大 类 : (1) 完全 由 氨基 酸 构成 的 简单 蛋白 质 , 如 清 蛋白 和 球 蛋 白 ; (2) 由 简单 蛋白 质 与 非 
蛋白 质 物质 构成 的 结合 蛋白 质 ,如 核 蛋白 \ 糖 蛋白 \ 脂 蛋白 、 磷 蛋白 和 色 蛋 白 等 。 
本 章 介绍 了 氨基 酸 和 蛋白 质 的 定性 和 定量 的 化 学 测定 方法 。 对 于 氨基 酸 和 蛋白 质 的 
定量 测定 介绍 了 多 种 方法 ,以 便 读者 根据 样品 种 类 与 性 质 ,灵敏 度 要 求 以 及 设备 条 件 进行 
适当 的 选择 。 


”第 一 节 ”和 毛 基 酸 和 蛋白质 的 定性 测定 


氨基 酸 和 蛋白 质 的 定性 测定 是 利用 适当 的 试剂 使 被 鉴定 物质 显 出 一 定 颜色 ， 以 辨别 
它们 在 电泳 或 层 析 谱 上 不 能 直接 看 到 的 分 布 位 置 或 种 类 。 本 节 所 述 显 色 方 法 以 滤纸 显 色 
为 代表 , 辅 以 凝 胶 的 染色 法 。 凝 胶 薄 层 经 凑 纸 复印 "后 类 同 纸 上 染 色 步 又 。 


一 、 氨 基 酸 的 定性 测定 
《一 ) 氨基 酸 的 一 般 显 色 反应 


* 滤纸 复印 法 一 一 薄 层 凝 胶 层 析 是 一 种 湿 板 层 析 ， 层 析 后 用 薄 层 一 样 大 小 的 厚 滤 纸 〈 新 华 三 号 或 Whatman 
3MM) 覆 盖 于 层 析 后 的 薄板 上 (注意 覆盖 滤纸 时 绝对 不 能 影响 薄 层 表面 , 亦 不 能 使 刺 纸 与 表面 之 间 产 生气 泡 )， 
5 分 钟 左右 ,被 分 离 的 物质 即 可 复印 于 滤纸 上 , KTR, 用 纸 上 染 色 法 相同 步骤 当 色 。 复 印 后 滤纸 上 带 有 少量 
凝 胶 , 不 会 妨碍 染色 , 亦 不 影响 层 析 效果 。 


o* BSP 。 


党 用 显 色 法 ,后 一 种 是 近年 来 发 展 起 来 的 荧光 显 色 法 ,具有 灵敏 度 高 的 特点 。 

1. 蕊 三 酮 法 2 HSMP eR 52 页 。 

显 色 方 法 有 下 列 数 种 : 

(1) 常用 法 : 将 点 有 样 覃 的 层 析 或 电泳 完毕 的 滤纸 充分 除 尽 咨 剂 ， 用 0.5% =m 
无 水 丙酮 溶液 喷雾 ,充分 吹 干 , 置 65%c 烘箱 中 约 州 分 钟 (温度 不 宜 过 高 ,避免 空气 中 所 ,以 
免 背 景 沁 红色 ), 氮 基 酸 斑点 呈 紫 红色 。 

为 了 使 各 种 氮 基 酸 呈 现 不 同 颜 色 , 可 用 下 列 方法 : 

(2) 以 0.4 克 草 三 酮 ,10 克 酚 和 90 克 正 丁 醇 之 混合 液 显 色 5 

(3) W0.1% 昔 三 酮 无 水 丙酮 溶 流 显 色 完 毕 后 ,再 以 盐酸 蒸汽 球 二 分 钟 5 

(4) 以 工 克 巷 三 酮 ，600 毫升 无 水 乙醇 ，200 毫升 冰 酷 酸 及 ,80 毫升 2,45 6= 三 甲 基 
吡啶 混合 液 80°C 染色 5 一 10 分 钟 。 

为 了 使 显 色 稳定 , 可 用 下 列 方 法 : es 

(5) Betis Bae 2 克 加 蒸馏 水 200 毫升 及 冰 酷 酸 40 毫升 的 贮存 液 。 将 上 述 贮存 
液 加 200 毫升 丙酮 及 2 克 苘 三 酮 , 即 为 显 色 小 。 点 有 样品 的 着 纸 上 浸 有 此 显 色 洲 后 ,放置 
于 盛 有 一 小 杯 浓 硫酸 的 密闭 玻璃 容器 中 , 25"c,，18 小 时 ,或 较 高 温度 下 适当 缩短 时 间 5 背 
景色 小, 氮 基 酸 斑 点 也 比较 稳定 。 

(6) WA 0.2%CoCl, (或 CuSO,) 0.4% FHM ARARKTAN SEB AS 
红色 , Hae hes AMASLILATHWFARERK, 丙 点 自 蓝 紫 色 变 
成 红色 。 A 

2. Wel Re AO 


原理 


SS 
呵 嗓 醒 结构 如 下 :{ 六。 > 一 o。 各 种 氨基 酸 与 叮 嗓 醒 试剂 能 显示 不 同 颜色 ,因此 可 
SR 区 
H 2 ， 
借 此 辨认 氨基 酸 。 氨 对 吗 嗓 醒 显 色 没 有 妨碍 , 但 其 灵敏 度 较 草 三 酮 法 稍 差 , 显 色 不 稳定 ， 
颜色 只 有 在 绝对 干燥 的 环境 中 才能 保存 

试剂 

(1) 显 色 剂 : 1 克 呵 嗓 醒 溶 于 100 毫升 乙醇 及 10 毫升 冰 醋 酸 中 ( 若 冰 栈 酸 用 量 减 少 ， 
则 灵敏 度 稍 差 )。 

C2) 底 色 褪色 剂 : 在 100 AEF 20% 碳酸 钠 溶液 中 加 入 60 克 硅 酸 钠 (NaSiO, - 9H,O) 
在 水 浴 (60—70°C) 上 加 热 搅拌 直至 完全 溶解 , 待 溶液 比较 清流 为止。 在 溶解 过 程 中 , 有 
时 硅 酸 钠 会 结 成 凝 胶 , 此 时 只 需 继续 耐心 挠 拌 即 可 溶解 。 配制 时 若 硅 酸 钠 用 量 多 则 褪色 
较 快 ,但 背景 容易 变 黄 , 硅 酸 钠 用 得 少 (40 克 ), 虽 褪色 较 慢 ,但 背景 较为 洁白 。 


显 色 步 又 
层 析 或 电泳 后 滤纸 烘 干 后 ,仔细 喷 上 或 徐 上 显 色 剂 ,用 电 吹风 迅 速 吹 干 , 待 酷 酸 气味 


se 44 。 


RP eG 
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不 太 刺 鼻 时 移 置 100*c 烘箱 烘 5 一 15 分 钟 ,直至 显 色 为 止 (温度 不 要 太 高 ,以免 引起 减 色 ) 
注意 观察 所 显 出 的 颜色 ,然后 均匀 地 涂 上 底 色 褪色 剂 , 纸 的 背景 即 由 黄色 变 为 乡 红 而 后 逐 
渐变 浅 , 待 黄色 背景 帮 乎 褪 尽 时 ,迅速 用 电 吹 风 吹 千 ,并 随时 观察 颜色 的 变化 。 例 如 苏 氮 
酸 在 完 色 前 为 浅 红 带 褐色 ,褪色 后 则 呈 橙 黄色 或 黄色 ; AMEE ARE. 吹 干 时 很 
快 褪 成 无 色 。 室 温 较 低 时 , RARE ERE, 此 时 可 将 褪色 剂 加 温 到 30—40°C, FRAT AB AS 
温度 过 高 也 不 宜 , 因 氨基 酸 斑 点 的 褪色 速度 也 同时 加 快 , 应 避免 之 。 

其 他 显 色 步骤 为 : 显 色 剂 为 1 克 品 嗓 柄 ，1.3 克 酷 酸 锌 溶解 于 70 一 80 毫升 热 异 丙 醇 
中 ,冷却 后 加 1 毫升 吡啶 。 或 者 1 Fe|WR AR, 1.5 克 酯 酸 锌 溶解 于 95 毫升 热 异 丙 醇 中 , 加 
3 毫升 水 , 冷却 后 加 工 毫升 冰 栈 酸 。 点 有 样品 的 滤纸 仔细 陆 以 显 色 剂 后 ，80 一 85%C 放置 
10 分 钟 , 背 景 可 用 水 迅速 浸 洗 去 而 不 使 氨基 酸 斑点 退去 。 

由 于 呀 嗓 配 试剂 配制 方法 不 同 , 对 同一 种 氨基 酸 所 显 颜色 往往 也 有 差异 。 

3. BAA RRO 

邻 葵 二 甲醛 法 是 目前 纸 上 层 析 、\ 硅 胶 薄 层 层 析 荧 光 显 色 氮 基 酸 最 灵敏 的 方法 之 一 ,也 
可 用 于 氮 基 酸 溶液 定量 ， 并 推广 应 用 于 乙 内 酰 苯 硫 脲 氨基 酸 、 多 肽 和 蛋白 质 的 检 出 和 定 
量 。 根据 文献 报道 ,氨基酸 纸 上 层 析 灵 敏 度 达 500 微微 克 分 子 ， 在 硅胶 薄 晨 层 析 上 为 
50 一 200 微微 克 分 子 。 这 里 介绍 在 纸 上 层 析 呈 现 氨基 酸 方法 。《〈 菊 光 胺 是 另 一 种 常用 的 
奖 光 试剂 ,由 于 荧光 胺 来 源 比较 困难 ,这 里 未 作 介绍 ) 


邻 苯 二 甲醛 在 2- 往 基 乙 醇 存在 下 ,于 碱 性 溶液 中 与 氨基 酸 作用 产生 荧光 化 合 物 ,最 适 
的 激发 光 和 发 射 光 波长 分 别 为 340 和 455nms 可 能 的 产物 为 : 
OH 
H ce 


CHO 
me + HS—CH,—CH,—OH + H,N—C—COOH 一 > 
HO | 


R 


ca tek 
(YS 
ee 

SAAR RECS 氨基 酸 假定 的 产物 

各 种 毛 基 酸 显现 的 荧光 强度 不 同 , 其 相对 荧光 强度 由 大 到 小 大 致 顺序 如 下 : KOK 
氨 酸 * 蜡 亮 氨 酸 , 甲 硫 氨 酸 , 精 氨 酸 ,组 氨 酸 , 亮 氨 酸 ,丝氨酸 , 幼 氨 酸 , 谷 氨 酸 , 苏 氨 酸 , 甘 氨 
酸 , 色 氨 酸 , 丙 氨 酸 , 苯 丙 氨 酸 , 赖 氨 酸 , 栈 氨 酸 , NH, PARAL RAR, 

试剂 

Ba AR Bw: 取 0.1 克 邻 茶 二 甲醛 (化 学 纯 ), 0.1 毫克 斑 基 乙醇 ，1 毫 升 三 乙 
胺 ,加 丙酮 :石油 醚 《650 一 90*c) 一 1:1 的 混合 溶剂 至 100 毫升 。 放 置 半 小 时 后 使 用 。 

ete 


AS 2 7a SBE AB PE OS RR A FE A ae 1 分 钟 , 冷风 吹 干 , 在 温度 18°C 以 
下 ,强度 50—90% 之 间 显 色 半 小 时 ,于 紫外 灯 下 观察 荧光 点 。 


讨论 

在 滤纸 上 显现 氨基 酸 时 ， 邻 葵 二 甲醛 浓度 以 IIS 为 宜 。 显 色 时 必须 有 一 定 的 混 度 ， 
以 便 氮 基 酸 溶解 ,提高 分 子 碰撞 机 率 , 并 使 极 性 基 团 解 离 , 促 进 反 应 趋 于 完全 。 费 度 太 低 ， 
显 不 出 荧光 。 温度 对 显现 的 菊 光 延 时 有 显著 影响 ,温度 高 获 光 延 时 短 ， 温 度 低 菊 光 延 时 
二 


(=) 个别 氨基 酸 的 显 色 反应 


利用 个 别 氨基 酸 与 某 些 试剂 具有 特殊 的 显 色 反应 定性 氨基 酸 。 可 应 用 于 纸 层 析 和 纸 
电泳 显 色 ,也 可 单独 应 用 。 方 法 很 多 , 仅 常用 的 方法 介绍 如 下 : 


1. HARKWEE—HA (Sakaguchi) Kw? 

(1) 第 一 种 方法 : 

试剂 

试剂 甲 : 5 克 尿 素 溶解 于 100 毫升 0.01 多 c- 葵 酚 乙 醇 中 。 使 用 前 , 每 100 毫升 加 约 
5 tA At Fo 


TAF C: 0.7 毫升 混 水 溶解 于 100 BH 5% SAA. 


显 色 步骤 
在 点 有 样品 的 滤纸 上 喷 试剂 甲 后 ,在 空气 中 吹 几 分钟 , 再 喷 以 试剂 乙 。 精 氨 酸 或 含 精 
氮 酸 的 多 肽 显 红色 。 灵 敏 度 为 0.2 微克 精 氨 酸 。 莒 三 酮 显 色 后 , 仍 可 应 用 此 法 , 精 氨 酸 的 
颜色 从 紫红 色 变 成 红色 。 此 试剂 对 含 精 氨 酸 的 蛋白 质 也 适用 。 
(2) 第 二 种 方法 : 


试剂 
试剂 四 0.1 7 8- 羟 基 唆 味 的 丙酮 溶液 。 
TAF G: 0.02 毫升 省 水 溶解 于 100 BF 05N 氢 氧 化 钠 。 


Ete 


将 点 有 样品 的 滤纸 烘 干 后 , 喷 上 试剂 甲 , 吹 千 后 ,再 喷 以 试剂 乙 。 oe 
物质 显 桔 红 色 。 
2. 胱 气 酸 和 半 胱 气 酸 的 显 色 2 


试剂 

TAR A: 1.5 克 亚 硝 基 铁 氰 化 钠 (NaFe(CN)5NO - 5H:O) 5 SH 2N 硫酸 ,加 
95 曼 升 甲醇。 此 时 会 有 沉淀 产生 ,可 保存 一 个 月 以 上 。 使 用 时 在 每 100 毫升 上 述 溶液 中 
加 10 毫 升 28 多 氨水 ,过 滤 除 去 沉淀 , 清 液 仅 能 保持 一 天 左右 。 

WAG: 2 克 氰 化 钠 溶 于 5 毫升 水 中 , 然后 加 95 毫升 甲醇 。 此 时 有 沉淀 产生 ， 使 用 
时 只 需 摇 匀 即 可 。 
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半 胱 氨 酸 的 显 色 : 在 滤纸 上 了 暑 以 试剂 甲 的 清 液 ,3 分钟 后 半 胱 氨 酸 显 红色 。 

胱 氨 酸 的 显 色 : 先 将 滤纸 涛 人 试剂 乙 , 迅速 取出 , 稍 待 片刻 再 喷 以 试剂 甲 的 清 液 ,5 
分 钟 后 胱 氨 酸 显 红 色 。 亦 可 以 把 试剂 甲 与 试剂 乙 配 制 的 浓度 增加 一 倍 ,在 显 色 前 混和 ,再 
FTW _E HB AK . 

RERUN EMABAVREAM, CATE Don S- 茶 基 半 胱 氮 酸 没有 显 色 反应 。 

3. HAR EE?” 


试剂 
0.1 克 邻 葵 二 甲醛 溶 于 100 SH 77% 乙醇 中 。 


显 色 步骤 


点 有 样品 的 滤纸 蛙 以 试剂 ,甘氨酸 显 墨绿 色 ， 在 汞 灯 〈《365nm) 下 显 巧 克 力 棕色 。 Ml 
RT Ba. 再 用 此 试剂 仍 有 效 。 以 甘氨酸 为 六 端的 小 肽 也 能 显 色 , RN RRP A 
以 及 其 他 氮 基 酸 均 不 显 色 。 

4. FAR BE” 


试剂 
1 克 吗 | 嗓 配 和 1.5 克 酯 酸 镍 ,1 毫升 酷 酸 , 5 毫升 蒸馏 水 混和 ,再 加 和 95 毫升 异 丙 醇 。 
新 鲜 配 制 。 


eB 


层 析 滤纸 除 尽 溶剂 ， 喷 以 试剂 ，80 一 85%C 烘箱 内 放置 30 DF, HARTA, BO 
30°C 温水 漂洗 除去 多 余 的 试剂 后 ,背景 为 白色 或 浅黄 色 。 
WH SAE A PIA 5 毫升 水 饱和 酚 , 在 黑暗 中 洗 脱 15 Bh THe 
摇 ， 于 610nm 测定 其 光 密 度 。 VER MEHARRY Ke ARABS Ee, Wee 
5 一 20 微克 有 睛 氨 酸 。 

5. 丝氨酸 和 养 赖 氨 酸 的 显 色 


试剂 

TAR AR: 0.035M 过 碘 酸 钠 〈《748 毫克 NalO, 溶 于 数 毫升 甲醇 ,加 2 i ON AB, 再 用 
甲醇 稀释 至 100 Ft )o 

试剂 乙 : 15 eA ERD 0.3 毫升 冰 酷 酸 ， 加 1 毫升 乙酰 丙酮 ， 用 甲醇 稀释 到 100% 
升 。 
显 色 步 骤 


点 有 样品 的 滤纸 吹 干 , 先 喷 以 试剂 甲 , 近 于 后 再 师 试 剂 乙 , 室 温 放 置 2 小 时 ,紫外 光 灯 
下 照 半 小 时 ,丝氨酸 和 羟 赖 氨 酸 呈 黄 色 斑点 ,在 紫外 线 下 都 有 荧光 。 
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6. FH RARN Ee” 

试剂 

试剂 甲 : 1 克 吗 嗓 醒 溶 于 100 毫升 乙醇 及 10 SAB. 

试剂 已: 1 克 对 二 甲 胺 葵 甲 醛 溶 于 100 毫升 的 丙酮 浓 盐 酸 〈9:1) BARE. Chk 
剂 不 稳定 , 隔 数 日 后 溶液 色 增 深 发 黑 ,灵敏 度 降 低 , 故 用 时 新 鲜 少 量 配 制 。) 

fe fb 

HPS EWARART DARE KLE, FRRRERA FMR aE 

呈 墨 绿色 ， ARBRE RKACGRE, 对 其 他 氨基 酸 呈 程度 不 同 的 紫红 色 [ 示 太 灵 
1 
Wis] We ER Ar A= BY Ba £2: I ABE 

7. BAR! & 

C1) 第 一 种 方法 5 

试剂 

1 克 对 二 甲 氮 基 葵 甲醛 加 90 毫升 丙酮 ，10 毫升 浓 盐 酸 。 新 鲜 配 制 。 

显 色 步 又 

点 有 样品 的 滤纸 干燥 后 , 喷 以 试剂 , 室温 下 几 分 钟 后 ， 色 氮 酸 显 蓝 或 此 红色 5 Hi= 本 
显 色 后 , 仍 可 使 用 本 法 。 

(2) 第 二 种 方法 品 : 

试剂 

10 毫升 35 多 甲醛 加 10 毫升 25 多 盐酸 ,20 毫升 无 水 己 醇 。 

Rese | 

点 有 样品 的 滤纸 喷 以 试剂 后 ，100sc 烘 5 分 钟 ， 色 氮 酸 在 长 波长 紫外 光 下 呈现 效 光 
〈 黄 - 杰 - 带 绿色 )。 

8. BA RW ee 

试剂 

试剂 甲 : 0.1%c- 亚 硝 基 -8p- 蔡 酚 的 95 多 乙醇 溶液 。 aE ar 

试剂 乙 : 10% 硝酸 水 溶液 。 

显 色 步骤 


点 有 样品 的 滤纸 上 喷 以 试剂 甲 后 , 歇 干 ,再 喷 以 试剂 乙 , 然 后 在 100°C 烘 3 分 钟 , 栈 氨 
酸 或 含 酷 氨 酸 的 多 肽 在 浅 灰 绿色 的 背景 上 显 红 色 , 半 小 时 后 转变 为 桔 红 色 , 其 后 渐 退 去 。 
灵敏 度 1 一 2 微克 酷 气 酸 。 苘 三 酮 显 色 后 ,再 用 此 试剂 处 理 , 仍 能 显 色 ,地 三 酮 所 显 出 的 紫 


ea 48 。 


i OE OS eS aa. 


红色 斑点 变 成 红色 。 
9. 酷 氨 酸 和 组 气 酸 的 显 色 一 一 Pauly KI 


试剂 
HA: 4.5 MAAS 45 毫升 12V 盐酸 共 热 溶解 , DAR TB AK fh EE 500 2 
升 。 用 时 取出 30 毫升 , EOC 与 等 体积 之 5% 亚 硝酸 钠 水 溶液 相 混合 。 (室温 放置 太 长 


BRR) 
AFI: 10% 碳酸 钠 水 溶液 。 


TER 


点 有 样品 的 滤纸 土 喷 试 剂 甲 , 片刻 后 再 喷 以 试剂 C。 组 氮 酸 及 含 组 氮 酸 的 多 肽 显 桔 
红色 ; 酷 氨 酸 及 含 酷 氨 酸 的 多 肽 显 浅 红色 。 


二 、 蛋 白质 的 定性 测定 


(一 ) 蛋白 质 的 一 般 显 色 反应 224 
1. 氨基 辕 法 


H NH, 
eels 


ooo CQmIEe 
| 
HO,s” \so,H 


氨基 黑 10B 是 酸性 染料 ,其 磺 基 与 蛋白 质 反 应 构成 复合 盐 ,是 最 常用 的 蛋白 质 染 料 。 

(1) 经 电泳 或 层 析 后 的 滤纸 , 浸 人 氮 基 黑 10B 酯 酸 甲醇 溶液 (13 克 氮 基 黑 10B 溶解 
F 100 毫升 冰 酯 酸 和 900 STARA ROHS Kew Wea RE ALK) 
& 10 分 钟 ,染色 后 ,用 10% AiR PRR S—7 次 ， 待 背景 变 成 浅 蓝 色 即 止 , 干燥 
之 。 若 和 欲 进行 洗 脱 ,用 0.1V AACE 30 分 钟 , 于 595nm 比 色 测 定 。 

(2) 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 后 染色 : 用 甲醇 固定 后 ,在 含 1% BEER 108 0.1N ABIL 
钠 溶液 染色 邱 分 钟 (室温 为 用 5% 乙醇 脱 背景 底 色 。 或 用 7 多 酷 酸 固 定 后 ,于 96°C AKA 
Fl 7 % 醋酸 ( 含 0.5 一 1 多 AR 10B) 染色 10 分 钟 ,7 色 酯 酸 脱 背 景 底 色 。 用 氨基 黑 染 SDS- 
蛋白 质 时 效果 不 好 。 如 果 凝 胶 中 含有 兼 性 离子 载体 , 先 用 10% 三 氧 酷 酸 浸泡 , 每 隔 2 小 
时 换 液 一 次 , 约 10 次 ,再 行 染 色 。 

(3) 凝 胶 薄 层 的 直接 染色 : 将 凝 胶 薄 层 放 在 一 定 旭 度 的 烘箱 内 逐步 干燥 (50%C), 没 
有 调 温 调 如 箱 时 用 一 张 焉 纸 放 于 烘箱 内 ,以 保持 一 定 的 湿度 。 将 干燥 的 薄 层 板 于 漂洗 液 
(750 毫升 甲醇 ，200 毫升 水 ,50 SEF UK MARR) A hE + 3D ah A ER eK (750 EF A 
BE, 200 毫升 水 ,50 毫升 冰 酷 酸 , 在 此 溶液 中 加 氮 黑 10B 饱和 ) 中 染色 5 ZN EEK 
内 洗涤 。 

本 法 优点 是 灵敏 度 尚 高 ,缺点 是 花费 时 间 长 ,不 同 蛋白 质 染色 强度 不 同 。 

2. 澳 酚 蓝 法 


° 49 。 


ai SO,H 


men % 


经 电泳 或 层 析 后 滤纸 或 凝 胶 于 ee EC 1 克 , ALK 100 克 
WF 50% 乙醇 水 溶液 中 ,用 50% 乙醇 稀释 至 1000 毫升 ) 中 浸泡 15 一 20 4 Ph, 30% 乙 
醇 :59% 酷 酸 水 溶液 中 漂洗 过 夜 。 如 和 欲 和 洗 脱 , 可 用 0.1V NaOHo 

此 法 缺点 是 灵敏 度 低 , 某 些 分 子 量 低 的 蛋白 质 可 能 染 不 出 。 


3. 考 马 斯 亮 蓝 法 

考 马 斯 亮 蓝 R250 
Jo Ses — nF EN % Je 
RE 
ais C,H, a C,H, 


OC,H, 


该 染料 和 蛋白 质 的 结合 是 通过 范 德 瓦尔 键 。 考 马 斯 亮 蓝 含有 较 多 蕊 水 基 困 , MEA 
质 的 蕊 水 微 区 有 较 大 的 亲和力 ， ee ee 所 以 用 考 马 斯 亮 蓝 染 
色 的 谭 洗 要 容易 得 多 。 

C1) 经 电泳 后 滤纸 或 酯 酸 纤维 膜 在 20 多 磺 基 水 疡 酸 溶液 中 浸 1 DH, RRA 
0.25% 考 马 斯 亮 蓝 R250 染色 小 ( 配 制 用 的 蒸馏 水 内 不 含有 重金 属 离子 ) 5 分 钟 ,在 蒸馏 
水 或 7 多 酯 酸 中 洗 四 次 ,每 次 5 分 钟 ,于 90°C 放置 15 分 钟 。 

(2) 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 也 可 同上 处 理 。 在 酸性 醇 溶液 中 , 考 马 斯 亮 蓝 - 兼 性 离子 载体 络 
合 物 溶解 度 显著 增 大 ,因此 能 免 去 请 除 兼 性 离子 载体 的 步 归 。 可 运用 下 列 方 法 之 一 : 

凝 胶 用 10 多 SARI, FE 10 多 三 氯 醋酸 -1 多 BOM se R250 19:1(v 入 ) 中 
室温 染色 半 小 时 ,用 10 多 三 氯 酷 酸 脱 底 色 。 

BRAAMAZ 60°C 0.1% 考 马 斯 亮 蓝 固 定 染色 液 〈150 += SRR, 45 ar 
水 杨 酸 溶 于 375 毫升 甲醇 和 930 毫升 蒸馏 水 的 混合 液 。 每 1 RSD R250 溶 于 此 
混合 液 1000 毫升 中 ) 中 约 30 分 钟 ， 用 酸性 乙醇 漂洗 液 ( 乙 醇 : 水 : 冰 酯 酸 = 25:25:28) BE 
尽 背景 颜色 。 染 色 后 胶 柱 保存 于 酸性 乙醇 谭 洗 液 中 。 本 法 灵敏 度 : 卵 清 蛋白 0.03 微克 ， 
血清 清 蛋白 0.02 微克 ,血红 蛋白 0.01 微克 。 

BRRRAA Sse BER Bm GI seiK R250 2 克 , 溶 于 100 毫升 蒸馏 水 中 加 
2N 硫酸 100 毫升 ,过 滤 除 去 沉淀 ,向 清 液 中 滴 加 10VKOH 至 颜色 从 绿 变 蓝 为 止 。 量 体积 ， 
每 100 毫升 加 入 三 氧 栈 酸 12 克 ) 中 1 小 时 ,然后 用 蒸馏 水 洗 净 背 景 颜色 或 0.2 多 HSO4 浸 
片刻 脱 背 景 颜色 。 染 色 后 的 胶 柱 保存 于 蒸馏 水 中 。 本 法 机 制 未 明 , 起 染色 作用 的 可 能 不 
是 考 马 斯 亮 蔓 本身, 灵敏 度 不 如 上 法 。 

考 马 斯 亮 蓝 法 灵敏 度 比 氨基 黑 高 五 倍 ， 尤其 适用 于 SDS 电泳 的 微量 蛋白 质 的 染色 。 
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在 549nm 有 最 大 吸收 值 ,蛋白 质 在 1 一 10 微克 呈 线 性 关系 。 

4. 酸性 品 红 法 

经 电泳 后 滤纸 置 于 0.2% 酸性 品 红 溶液 (2 克 酸 性 品 红 溶液 溶解 于 500 毫升 甲醇 ， 
400 毫升 蒸馏 水 ，100 毫升 冰 酶 酸 中 ) 加 热 染 色 15 分 钟 ; 取 出 后 温 人 酯 酸 甲 醇 溶液 (500 毫 
升 甲醇 ,加 400 毫升 蒸馏 水 和 100 毫 升 冰 栈 酸 ) 15 Bhs BLA 10% 醋酸 溶液 ， 每 次 20 
分 钟 , 至 背景 无 色 为 止 。 若 欲 进行 比 色 ， 可 用 :0.1V 氢 氧 化 钠 溶液 浸出 2 小 时 ， 于 570nm 
比 色 。 

5. 氨基 荣 酚 磺 酸 法 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 后 ,把 凝 胶 柱 又 露 于 空气 中 几 分 钟 , 或 在 2V 盐酸 中 淄 一 下 使 表 
层 蛋白 变性 , 再 在 0.003% ARAM TRAY 0.1M 磷酸 盐 缓冲 沪 (PH6.8) 中 染 3 分 钟 ,在 
紫外 光 下 可 显 黄 绿色 获 光 。 这 样 的 染色 可 保留 凝 胶 内 部 的 酶 和 抗体 的 活性 。 如 不 需 保留 
活性 时 ,可 先 在 3V HRP 2 分 钟 以 上 使 蛋白 质 充 分 变性 ,再 染色 。 


(=) 复合 蛋白 质 的 显 色 反应 


1. 糖 蛋白 的 显 色 

C1) 过 碘 酸 -Schiff 氏 试剂 显 色 法 : 

试剂 

TR: ”1.2 克 过 碘 酸 溶解 于 30 毫升 蒸馏 水 中 ， 加 15 毫升 0.2M BER AIK 

100 毫升 乙醇 。 临 用 前 配制 ,或 保持 于 棕色 瓶 中 , 可 用 数 日 。 

Diam: 5 克 碘 化 钾 ，5 克 硫 代 硫 酸 钠 溶 于 100 毫升 蒸馏 水 中 ， 加 150 BH 95% 乙 
醇 及 2.5 毫升 2V HCl, MACH Ho 

亚 硫 酸 品 红 小 : 2 克 碱 性 品 红 溶解 于 400 毫升 沸水 中 , 冷却 至 50%c 过 滤 。 在 滤液 中 
加 10 毫升 2 盐酸 和 4 克 偏 亚 硫 酸 钾 (K:S:0;)， 将 瓶 塞 紧 置 于 冰箱 过 夜 ,加 工 克 活 性 炭 ， 
Wis. FAM I 2N 盐酸 ,直至 此 溶液 在 玻 片上 王后 不 变 红 色 为 止 ,保存 于 棕色 瓶 中 ,冰箱 
贮存 , 当 溶 液 变 红 , 即 不 可 用 。 

亚 硫 酸 盐 冲洗 波 : 在 100 毫升 水 中 含有 1 毫升 浓 硫 酸 ，0.4 克 偏 亚 硫 酸 钾 。 


显 色 步 骤 


a AP MARAT 70 多 -乙醇 中 ,片刻 后 吹 干 ,在 高 碘 酸 液 中 浸 5 oh, LL 70% 
乙醇 洗 一 次 ,在 还 原液 中 浸 5 一 8 OH. 70% 乙醇 洗 一 次 ,在 亚 硫 酸 品 红 液 中 浸 24 一 25 
“分钟 ,以 亚 硫 酸 盐 冲 洗 液 中 洗 三 次 , 再 乙醇 脱水 后 , 放 在 玻璃 板 上 了 吹 干 。 显 色 结 果 : 在 黑 
灰色 的 底板 上 呈现 紫红 色 。 

(2) 甲苯 胺 蓝 CToluidine blue) 显 色 法 ， 


试剂 
试剂 甲 : 1.2 克 过 矶 酸 溶解 于 30 毫升 蒸馏 水 中 , 加 15 毫升 0.5M 醋酸 钠 和 100 毫升 


96% 乙醇 。 现 配 现 用 。 
试剂 乙 : 100 毫升 甲醇 加 20 毫升 冰 醛 酸 及 80 毫升 蒸馏 水 。 = 
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试剂 丙 : {RK 
试剂 本 1% FARIRKE RK. 
TAF: 4% FARR 


显 色 步骤 


将 点 有 样品 的 滤纸 漫 人 试剂 甲 15 分 钟 ,试剂 两 15 分 钟 , 在 自来水 中 漂洗 后 , 于 试剂 
THs 30 分 钟 ,再 在 自来水 中 漂洗 至 没有 蓝 色 染 料 渗 出 ( 约 30 一 40 DH), FRIAR 
3 分 钟 , 放 到 试剂 乙 中 浸 15 分 钟 , 浸 人 丙酮 中 2 分 钟 ,空气 中 干燥 。 显 色 结 果糖 蛋白 部 
分 染 成 蓝 色 ,背景 带 有 红 紫 色 。 

(3) 阿尔 新 蓝 CAlcian blue) 显 色 法 : 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 在 12.5% 三 所 醋酸 中 固定 30 分 钟 后 , 再 用 蒸馏 水 轻 轻 漂洗 。 放 人 
1 多 过 碘 酸 液 (在 3% 醋酸 中 ) 中 氧化 50 分 钟 。 用 蒸馏 水 反复 洗涤 去 除 多 余 的 过 磺 酸 盐 。 
再 放 和 人 0.5% 偏重 亚 硫 酸 钾 中 还 原 剩 余 的 过 碘 酸 盐 30 分 钟 ,再 用 蔬 馏 水 洗涤 s 浸 在 0.5% 
阿尔 新 蓝 ( 在 3% 栈 酸 中 ) 染 4 小 时 。 

2. 脂 蛋 白 的 显 色 

(1) 苏丹 黑 (Sudan black) 显 色 法 ， 

将 0.1 克 苏 丹 黑 B 溶解 于 煮沸 的 100 毫升 60% 的 乙醇 溶液 中 ,制备 成 饱和 溶液 ;冷却 
后 过 滤 两 次 ,备用 。 

显 色 时 将 点 有 样品 的 泪 纸 漫 于 上 述 深 沪 中 ,3 小 时 后 取出 以 509% CRAP BERR 
次 ,每 次 15 分 钟 ,空气 中 干燥 。 ee 

聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 中 预 染 法 一 -加 苏丹 黑 B 到 无 水 乙醇 中 成 饱和 液 ， 并 摇 荡 使 乙 
酰 化 。 用 前 过 滤 。 按 样 品 液 的 1/10 量 加 入 样品 液 中 染色 1 小 时 或 4% 过 夜 。 RA 
样品 再 进行 电泳 。 | 

(2) 油 红 -O(COil red O) 显 色 法 : 

0.04 克 油 红 溶解 于 100 BF 60% 乙醇 中 ，30%C 放置 过 夜 (16 小 时 ) 使 充分 饱和 后 ， 
在 30°C 下 滤 去 多 余 的 染料 ,澄清 的 溶液 即 可 作 染 色 用 。 

染色 时 将 滤纸 淄 人 染料 液 中 ， 30°C, 18 小 时 ,以 水 冲洗 ,使 背景 变 淡 , 在 空气 中 干燥 。 
脂 蛋白 部 分 红色 ,背景 桃红 色 。 本 法 在 30*c 以 下 显 色 会 引起 染料 沉淀 。 ; 


第 二 节 ”和 毛 基 酸 的 定量 测定 


木 节 主要 益 述 氨基 酸 的 定量 方法 ， 至 于 氨基 酸 分 离 的 柱 层 析 法 可 参阅 本 从 书 有 关 分 ， 


册 及 有 关 资 料 所 。 氨 基 酸 自动 分 析 仪 在 国外 已 普遍 使 用 ,国内 也 在 逐渐 发 展 中 。 
一 、 氮 基 酸 的 一 般 定 量 剖 定 
(一 ) =m” 
原理 
部 三 酮 法 是 氨基 酸 定量 测定 应 用 最 广泛 的 方法 之 一 。 当 地 三 柄 在 酸性 条 件 下 和 氨基 
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酸 反 应 时 ,氨基 酸 被 氧化 分 解 生 成 醛 , 放出 氨 和 二 氧化 碳 , KASAM RAR KA Hh 
三 酮 , 然后 还 原型 草 三 酮 与 氨 、 另 一 分 子 曹 三 酮 进一步 缩合 生成 蓝 紫 色 物 ,最 大 吸收 值 的 
波长 为 570nme 


O 
R 
a OH | 加 热 BLA 
Kea + H,NCHCOOH Ge kyl > WU Xen + RCHO + NH, + CO, 
5 é 
J oH ? 
| CN 
H OH Wye ~\. 
wae + NH; aa Cs- ade Rs 人 的 
ES H ES 
WSs a 
2 O 


“ 篮 紫 色 生 成 物 


“此 反应 为 一 切 呈 氨 基 酸 所 共有 ,反应 灵敏 ,根据 反应 所 生成 的 蓝 紫 色 深 芒 ,可 以 测定 
氨基 酸 含量 。 本 法 可 允许 的 测定 范围 是 0.5 一 50 微克 氨基 酸 。 

且 氨 酸 和 羟 且 氨 酸 与 草 三 酮 反应 则 得 到 的 是 黄色 生成 物 ， 最 大 吸收 值 的 波长 在 
440nm, BEB AK Bd SR PB 5 A I A 3 He KR EE 550nmo 


了 


部 Sr a... -WU ——<— = LY yen <{ 和 


+ CO, 黄色 生成 物 紫色 生成 物 


在 反应 体系 中 加 入 和 氰 化 钾 ` 乙 二 醇 甲 醚 可 以 提高 反应 灵敏 度 , 并 使 产生 的 颜色 稳定 。 

试剂 

l. ALAA-L—E FP R-H=M ARK 1.25 FPH= MPA 25 SI Coe AR 
5% (w/v) 溶液 。 将 2.5 毫升 的 0.01M ALARA Ce PRES 125 毫升 充分 混 
Al. 然后 把 125 毫升 氰 化 钾 - 乙 二 醇 甲 醚 溶液 与 25 毫升 蕊 三 酮 - 乙 二 醇 甲 栈 相 混和 。 置 
试剂 瓶 中 竺 用。 正常 情况 下 应 为 浅黄 色 微 带 青 光 。 配制 后 必须 隔夜 才能 应 用 , 试剂 在 一 
星期 内 稳定 , 若 超过 一 星期 则 反应 不 灵敏 ,不 宜 用 作 定 量 。 

曹 三 酮 重 结晶 : 苘 三 酮 放置 失当 , 常 带 微 红色 , 需 重 结晶 后 方 可 应 用 。5 克 苘 三 酮 溶 于 15 毫升 热 水 , 加 入 0.25 克 
活性 炭 , 轻 轻 摇 动 。 若 溶液 太 浓 不 易 操 作 , 可 酌 量 加 和 5 一 10 SHAK, MA 30 分 钟 后 用 热 水 漏 斗 过 滤 , BIRR 
过 夜 。 次 量 见 黄白 色 结 晶 , 过 滤 , 再 以 1 毫升 冷水 洗涤 结晶 , 置 干 燥 器 中 干燥 ,棕色 瓶 内 保存 。 

CIB PRE: 乙 二 醇 甲酸 长 期 放置 ,往往 含有 过 氧化 物 ,影响 曹 三 酮 溶液 显 色 ,使 用 前 宜 处 理 。5 克 硫酸 亚 铁 


加 入 500 BEXAR, HIE 1 一 2 小 时 ， 过 滤 去 硫酸 亚 铁 ( 若 滤液 混浊 无 妨 )， 再 进行 蒸馏 ， 收 集 沸点 121 一 
125°C 馅 份 ,此 时 应 为 透明 无 色 。 


2. pH5.0，0.2M 柠 机 酸 缓冲 液 “21.008 克 柠 榜 酸 ( 含 工 份 结晶 水 ) 溶 于 200 毫升 
蒸馏 水 ,再 加 200 毫升 IN 氢 氧 化 钠 溶液 ,以 蒸馏 水 稀释 至 500 毫升 。 

3. 60% GCHEBK 

4. AUER RK (50 HR / BAD 
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操作 步骤 


(1) 取 1 毫升 样品 液 ( 约 含 0.5 一 50 微克 的 氨基 酸 ) 与 1 毫升 pH5.0，0.2M 柠檬 酸 
缓冲 液 充 分 混和 ,然后 加 入 1 毫升 显 色 剂 , 充 分 混和 后 在 100°C 水 浴 中 加 热 15 分 钟 , 自 来 
水 冷却 放置 5 一 10 分 钟 , 待 颜色 稳定 后 , 即 以 3 毫升 60 匈 乙醇 稀释 。 充 分 摇 匀 ,在 570nm 
ttf. Mme Ae. FERRARI ZE 440nm 测定 。 空白 以 1 毫升 水 代替 氨基 酸 溶液 ， aside 
eck 

(2) 标准 曲线 的 制作 : 取 8 支 试管 , 依次 加 入 0.0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 及 1.0 毫升 
标准 氨基 酸 溶液 (50 微克 /毫升 ), 分 别 再 加 蒸馏 水 补足 至 1 毫升 。 其 余 操 作 同 上 。 以 所 
基 酸 的 量 (微克 ) 为 横 坐 标 , 光 密度 值 为 纵 坐 标 绘制 标准 曲线 。 


讨论 

C1) 本 测定 必须 在 无 氨 环 境 中 进行 ,一 切 试剂 均 需 放 在 有 草酸 的 干燥 器 内 ;以免 被 空 
气 中 的 氮 所 沾 污 。 贡 三 酮 与 氨基 酸 所 生成 的 颜色 在 1 小 时 内 稳定 ,加 乙醇 稀释 后 ,应 立刻 
进行 比 色 ,并 注意 避免 阳光 。 

(2) HEME AE pH5 一 7 时 灵敏 ,以 pH5.0 灵敏 度 最 高 ， 若 待 测 的 溶液 与 此 pH 
相距 甚 远 ,离子 强度 又 相当 高 的 时 候 , 必须 用 离子 强度 更 高 的 pH5.0 AUF PRR 


(3) 本 法 对 于 一 些小 肽 也 能 测定 ， 在 多 肽 合成 中 常用 来 检验 有 无 自由 氨基 的 肽 类 存 
在 。 


(=) SHERBRE™ 
原理 


三 硝 基 葵 磺 酸 CINBS) 是 定量 测定 氮 基 酸 的 重要 试剂 之 一 。 TNBS 在 偏 碱 性 的 条 
件 下 与 氨基 酸 反应 ， er a og lates 


al ee | a 
了 Nc —COOH + NO, \O Latah > NO, ar 
=A i 
ake 
: TNBS sian 


NO, 
R 


ae ae bit LS santas NaHSO， 
ey i 
NPA 8 re 

中 间 络 合 物 在 光谱 上 有 二 个 吸收 值 相近 的 高 峰 , 分 别 位 于 355m 和 420nm 附近 。 然 
而 溶液 一 旦 酸化 ,中 间 络 合 物 转 化 成 三 硝 基 茶 - 氮 基 酸 (TNP- 氨 基 酸 )，420nm 处 的 吸收 
值 显 著 下 降 ,而 350nm 附近 的 吸收 峰 则 移 至 340nm 处 。 

利用 TNBS 与 氨基 酸 反应 的 这 一 特性 ， 可 在 420nm 处 ( 偏 碱 性 溶液 中 ) 或 在 340nm 
〈 偏 酸性 溶 芒 中 ) 对 氨基 酸 进行 定量 测定 。 表 3.1 列 出 各 种 氨基 酸 与 TNBS 反应 后 在 不 
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同 条 件 下 测定 的 光 密 度 值 。 在 340nm 处 ,各 氨基 酸 的 吸收 值 大 致 相近 ，, 而 在 420nm 处 的 
吸收 值 因 氨基 酸 种 类 而 异 ; 在 加 和 适量 SOS 时 ,吸收 值 升 高 
本 法 允许 的 测定 范围 是 0.05 一 0.4 HRD FREER. 


表 3.1 各 种 氨基 酸 与 TINBS 反应 后 在 不 同 条 件 下 测定 的 光 密 度 值 
az KR 种 类 碱 性 溶液 加 SOs 


甘氨酸 0.54 
丙 氨 酸 0.59 
甲 硫 氨 酸 0.53 
aR 37 
RAM 

RAR 

HAE 

丝氨酸 

RAB 

Sak 

天 冬 酰 胺 

BBR IE 

Mam 

AAA 

色 氨 酸 

组 氨 酸 

MAR 

精 氮 酸 

a-N-F BRR 
ize 
a-N-- ARM BAR 


0.31 
0.30 
0.30 
0.31 
0.30 
0.31 
0.30 
0.30 
0.30 
0.30 
0.30 
0.30 
0.30 
0.30 
沉淀 
0.30 
沉淀 
0.30 
沉淀 


VU ww en 
wo nN O&O 


— en ee — a — — ee — es — ee — ee — ee — ee — | 
Ww 
Ww 


(1) 取 不 同 含量 氨基 酸 液 1 毫升 ,加 4%NaHCo, | SFt,0.1% TNBS 1 毫升 ;于 40°C 反应 2 小 时 ,用 水 补充 至 
4 毫升 ,在 420nm 处 测定 。 制作 氨基 酸 浓度 -OD4ze 座 标 图 ,从 曲线 中 求 得 各 氨基 酸 于 | 微克 分 子 时 的 光 密 度 。 

(2) 条 件 同 上 ,但 在 与 TNBS 反应 时 加 0.01 MNa,SO;1 毫升 ,最 后 总 体积 也 是 4 毫升 ,同样 在 420nm 处 测定 。 

3) AFA CD), 但 与 TNBS 反应 后 加 1N HCl 1 毫升 酸化 ,在 340nm 处 测定 。 


试剂 
1. 0.1% 三 硝 基 茉 磺 酸 水 深 液 (TNBS) 0.1 ese ee et pee 100 % 
升 , 贮 于 棕色 瓶 中 。 

三 硝 基 葵 磺 酸 的 制备 : 先 制备 三 硝 基 氯 葵 。 取 25 克 苦 味 酸 与 50 克 五 氧化 磷 混 合 , THKA DMM. 由 于 
反应 时 本 身 发 热 , 固 体 开始 熔化 ,此 时 可 停止 加 热 。 继 续 搅 拌 ,最 后 全 部 呈 障 褐色 。 将 反应 物 倾 入 大 量 冰 水 中 , 即 产生 
褐色 稠 状 沉淀 。 过 涯 并 用 冷水 洗涤 沉淀 。 干 燥 后 将 粗 制 品 溶 于 甲醇 ,活性炭 脱 色 , 加 水 或 IN AC! 使 析出 ,过 滤 即 得 
三 硝 基 氯 葵 ， 烷 点 83°C, REMEAA 45 RAT 60 毫升 经 镁 条 处 理 过 的 无 水 甲醇 ， 于 三 颈 瓶 中 分 批 加 和 人 无 水 
NaHSO; 粉末 50 克 , 于 50—60°C KBAR 1.5 小 时 。 反 应 后 溶液 呈 棕 褐色。 产物 TNBS 溶 于 甲醇 ,置换 下 来 
的 NaCl 及 未 作用 的 NaHSO， 不 溶 于 甲醇 可 过 滤 除 去 。 沉 淀 用 甲醇 洗涤 数 次 ,洗涤 波 与 滤液 合并 后 用 活性 痰 脱色 ， 
然后 用 2N HC] 将 PH 调 至 1 一 2?， 减 压 浓 缩 , 即 得 微 黄色 TNBS 结晶 ,在 INHCl 中 重 结晶 一 次 。 产 品 部 分 成 钠 
盐 ,并 不 影响 使 用 。 若 欲 除去 钠 盐 可 将 产品 再 通过 了 匡 型 阳离子 柱 , 由 于 INBS 不 吸附 ,可 不 用 洗 脱 , 钠 离 子 则 被 交换 
在 柱 上 。 由 此 所 得 的 TNBS 为 白色 含 一 个 结晶 水 的 针 状 结晶 ,熔点 186%2。 保 存 于 棕色 瓶 内 。 


2. 4% FRA ABER 4 克 NaHCO; 加 蒸馏 水 至 100 BF. 
3. 0.01M 亚硫酸钠 深 液 0.252 克 NaSO;-+ 7H,O 加 蒸馏 水 至 100 毫升 。 


4. IN BRB. 
5. ERR opt smM 的 水 溶液。 


操作 步骤 

1 第 一 种 方法 一 一 偏 碱 性 湾 液 -420nm 系统 ， 待 测 氨基 酸 样 品 溶 液 ( 含 氨基 酸 
0.5 一 4 微克 分 子 ) 1 毫升 ,加 4 匈 NaHCO,, 1 毫升 ,0.1 多 TNBS 1 毫升 ,0.01M NaSO, 1 毫 
升 , 混 和 后 于 40°C 反应 2 小 时 ,在 420nm 处 测定 。 空 白 以 蒸馏 水 代替 待 测 液 。 
标准 曲线 制作 : 
标准 氨基 酸 溶液 (5mM) 0.1 一 0.8 毫升 ， 补 充 水 至 1 毫升 ， 与 上 述 样品 同样 操作 步 
OE ? 

2. 第 二 种 方法 一 一 偏 酸 性 溶液 -340nm AK HUREBGRRARKGARE 
0.5 一 4 微克 分 子 ) 1 毫升 ,加 4 多 NaHCO; 1 毫升 ,0.1%TNBS 1 毫升 ,混和 后 于 40%C 反应 
2 小 时 ,加 1N HCl 1 毫升 , 混合 后 在 340nm 测定 。 空 白 以 蒸馏 水 代替 待 测 液 s 

标准 曲线 制作 : 标准 氨基 酸 溶液 (5mM) 0.1 一 0.8 BH, HHKE1 SHA, SEB 
样品 同样 操作 步骤 。 

讨论 

(1) 上 述 两 种 测定 系统 ,各 有 利弊 ,可 根据 具体 情况 进行 选择 。 在 碱 性 条 件 下 ， 各 种 
TNP- 氢 基 酸 衍生 物 的 水 溶性 均 很 好 ,如 无 紫外 分 光 光 度 计 ,可 用 普通 分 光 光 度 计 代替 , 油 
定 波长 可 取 440nm， 这 时 光 密 度 值 约 相当 于 420nm 处 的 85 多。 缺点 是 对 不 同 种 类 的 氨 
基 酸 克 分 子 消光 系数 不 同 。 在 酸性 条 件 下 测定 的 最 大 优点 是 不 同 种 类 氨基 酸 的 克 分 子 消 
光 系 数 基本 上 一 致 ， 但 必须 有 紫外 分 光 光 度 计 。 此 外 , 某 些 氨基 酸 如 色 氨 酸 、 赖 氨 酸 经 
TNBS 反应 后 在 酸性 条 件 下 产生 沅 淀 而 不 能 测定 。 

(2) TNBS 法 定量 测定 氨基 酸 与 常用 的 曹 三 酮 法 比较 有 以 下 优点 : RE SH 
法 大 致 相当 , 若 添加 SO , 还 超过 后 者 ,反应 条 件 简单 , 无 需 加 温 及 添加 有 机 溶剂 ; 试剂 也 
不 必 经 特殊 处 理 , 不 需 加 还 原 剂 ; 苘 三 酮 法 中 往往 由 于 还 原 不 当 而 严重 影响 显 多 反应 5 由 
于 TNBS 与 NH+ 及 脲 不 起 反应 ,不 会 象 曹 三 酮 那样 会 受到 这 些 物质 的 干扰 。 光 密度 达 
1.5 仍 与 浓度 呈 良 好 的 线性 关系 。 

TNBS 2:f0Gk AE SHR OLE AE 

(3) TNBS 与 二 硝 基 气 苯 不 同 , 它 主 要 与 氨基 酸 中 的 伯 所 起 反应 ,不 与 组 氧 酸 的 号 哈 
基 ， 栈 氨 酸 的 羟基 及 精 氨 酸 的 且 基 起 作用 。 与 且 氨 酸 的 仲 氮 也 几乎 不 作用 s。 除 氨基 外 ， 
TNBS 也 能 很 快 与 半 胱 氨 酸 的 斑 基 起 反应 ,但 在 偏 碱 条 件 下 斑 基 本 身 也 很 容易 氧化 成 三 硫 
键 。 因此 和 欲 避免 样品 中 王 基 对 TNBS 反应 的 干扰 , 可 先 在 碱 性 溶液 中 30%C FR Ya MW 
时 ,使 斑 基 都 氧化 成 二 硫 键 , 然 后 再 与 TNBS 起 反应 ， 这 样 就 可 定量 测定 样品 中 的 氨基 仿 
量 。 

(4) TNBS 与 氨基 酸 中 o- 氮 基 的 反应 速度 决定 于 溶液 中 的 pH 值 , 当 pH 低 于 6.2 时 
几乎 不 起 反应 , 随 着 pH 值 升 高 ,反应 速度 加 快 。pH 大 于 11 时 反应 迅速 ,在 2 一 3 分 钟 内 
即 完成 ,但 TNBS 本 身 的 破坏 也 加 快 ,空白 提高 ;因而 一 般 取 pH9 一 10 为 宜 ,通常 用 1 匈 
NaHCO, 溶液 较 理 想 。 
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imp eg ee, 


(5) TNBS 与 不 同性 质 氨基 酸 的 反应 速度 不 同 ,与 碱 性 氨基 酸 的 反应 较 快 ,在 40%C30 
分 钟 内 反应 即 完成 ,而 这 时 酸性 氨基 酸 的 反应 还 不 到 一 半 。 提 高 温度 可 使 反应 速度 加 快 ， 
但 TNBS 本 身 破坏 也 显著 ， 空 白 也 提高 。 因此 一 般 不 采用 升 高 温度 ,而 是 延长 反应 时 
间 。 在 40°C 保温 2 小 时 对 各 种 氨基 酸 的 反应 均 可 完全 ， 这 时 空白 本 身 在 420nm 处 的 光 
密度 约 在 0.15 左右 (对 蒸馏 水 测定 )。 


(=) 铜 复合 物 紫 外 吸收 法 ”” 
原理 
在 合适 的 pH 条件 下 ,二 分 子 o- 氨 基 酸 与 一 分 子 铜 离子 形成 氨基 酸 - 铜 复合 物 : 


H, H 


HH, 

此 复合 物 呈 蓝 色 ,除了 在 620nm 有 了 吸收 峰 外 ,在 230nm 有 最 大 吸收 ,其 克 分 子 消光 系 
数 在 230nm 处 为 620nm 处 的 100 倍 左右 ， 因 此 利用 毛 基 酸 - 铜 复合 物 的 紫外 吸收 可 以 进 
行 氨基 酸 的 人 微量 测定 。 

本 法 可 允许 的 测定 范围 是 50 一 500 微克 分 子 / 毫 升 的 氮 基 酸 。 适用 于 和 蛋白质 水 解 速 
度 和 水 解 程度 的 测定 。 


试剂 

1. 0.05M 氧化 铜 溶液 “825 ESE ACH (CuCl, - 2H:O)， 加 蒸馏 水 至 1000 BF, 

2. ARAVA (PHI1—9.2) 10.1 克 无 水 四 硼酸 钠 加 入 1 升 蒸馏 水 ， 过滤。 每 
100 毫升 硼酸 钠 溶 该 中 加 6 克 氧 化 钠 。 

3. ARR PERK ”配制 成 500 微克 分 子 /毫升 的 水 溶液 。 


操作 步骤 


(1) 在 离心 管 中 加 5 毫升 硼酸 钠 溶液 , 5 毫升 氨基 酸 样品 液 ( 每 毫升 含 50 一 500 微克 
分 子 氨基 酸 ), 再 加 0.1 毫升 氧化 铜 溶液 ,充分 摇 匀 ,室温 (全 部 测定 在 恒定 温度 十 lsc 范围 
内 ) 放 置 10 分 钟 ,悬浮 液 离心 (3000 转 /分 ) 5 分 钟 , 将 上 得 液 小 心 贷 倒 在 另 一 清洁 试管 中 ， 
取 上 清 液 在 230nm 测定 。 空 白 管 以 蒸馏 水 代替 氨基 酸 样品 液 。 

(2) 标准 曲线 制作 : 分 别 取 500 微克 分 子 /毫升 氨基 酸 标 准 溶液 1.2、3、4 RS 
升 ,各 补 加 蒸馏 水 至 5 毫升 ,其 他 操作 步 又 同样 品 。 

讨论 

(1) 由 于 过 量 氧化 铜 的 存在 , 使 氨基 酸 - 铜 复合 物 不 稳定 , 在 操作 过 程 中 应 及 时 离心 
并 除去 过 量 的 铜 盐 沉淀 物 。 由 于 测定 的 灵敏 度 较 高 , 应 避免 试剂 \ 蒸 馏 水 容器 含有 少量 
的 铜 及 氨基 酸 。 

(2) 各 种 氨基 酸 的 铜 复合 物 在 230nm 的 相对 值 匈 为 ; 丙 氨 酸 100, 精 氨 酸 103.3, 天 
XBR 96.9, REAR 80.9, 谷 氮 酸 103.8, 甘氨酸 100.2, ARAM 83.5, RRA 91.1, 
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亮 氨 酸 102.7, BERS 103.9, RRM 98.9, ARAM 102.6, EPH AM 91.1, FARR 83.5, 
苏 氨 酸 100.7, 色 氮 酸 144.1, BAH 94.7, BAM 101.5, 

(3) 500 thoe O- AS i 4a Se RE ee ES LRA AA 

(4) 蛋白 质 水 解 时 , 随 着 水 解 过 程 中 肽 链 的 切断 ,水 解 产 物 与 铜 复合 物 的 最 大 吸收 的 
波长 不 断 向 长 波长 方向 移动 , 当 水 解 成 氮 基 酸 时 ,其 铜 复合 物 的 最 大 吸收 值 上 升 到 230nm 
左右 时 ,水 解 达 到 完全 。 因 此 本 法 适用 于 蛋白 质 水解 速 度 和 水 解 程度 的 测定 5 


(四 ) 4pae— PEER” 

邻 苯 二 甲醛 与 氨基 酸 生 成 荧光 物质 ,可 用 于 测定 游离 氨基 酸 的 含量 。 灵敏 度 较 剖 三 
酮 法 约 高 100 倍 以 上 ,可 测 到 0.1 — 1 x 107 克 分 子 氨基 酸 。 如 用 于 血清 中 oA ELAS 
测定 ,每 次 血清 用 量 只 需 5 一 10 微 升 。 与 另 一 种 荧光 试剂 ( 曹 光 胺 ) 一 样 , 空 白 无 荧光 ,只 
有 与 氨基 酸 接合 才 产生 荧光 。 缺点 是 与 且 氨 酸 不 产生 荧光 ，, BEX AMS EMMI 
值 太 低 。 荧 光 胺 已 有 用 于 氨基 酸 自动 分 析 仪 定量 分 析 ， 但 由 于 试剂 郧 贵 及 个 别 氨基 酸 反 
应 不 满意 ,目前 还 未 普遍 应 用 。 


原理 


参见 45 页 。 

试剂 

1. 硼酸 钠 缓 冲 液 (100mM) 称 取 硼酸 钠 Na.B,O, - 10H,0 38 克 , 氢 氧化 锁 约 3.4 
oe» NB ARIK 800 毫升 , 调 至 pH9.8 一 10.0， 加 水 至 1000 BF, 

2. 邻 茶 二 甲醛 溶液 (简称 OPT) 每 升 含 1mmole 4545 — AM, 2mmole pez. 
BE, 临 用 前 配制 。 称 取 13.4 REHAB BAT ! 毫升 无 水 乙醇, 加 0.2 BH PRET 
醇 -无 水 乙醇 溶液 (0.15 毫升 p- 筑 基 乙 醇 加 无 水 乙醇 至 2 毫升 ,吸取 0.2 Tt), INI 
钠 缓 冲 液 至 100 毫升 ,如 不 立即 应 用 , 宜 吕 光 及 冰 浴 保存 ,防止 p- 琉 基 乙醇 破坏 。 

3. 0.6N 三 所 醋酸 溶液 ”” 称 取 三 氯 醋酸 9.8 克 , 加 重 蒸 水 100 毫升 。0.06N 三 氯 本 
酸 溶液 ， 由 0.6N 稀释 10 倍 。 

4. 标准 氨基 酸 溶液 “， 精确 称 取经 真空 干燥 24 小 时 的 标准 氨基 酸 0.1 BROS 
100 毫升 容量 瓶 中 , 先 加 少量 重 枫 沙 , 待 完全 溶解 后 加 水 至 100 毫升 ,为 ImM MI. 


操作 步骤 


以 血清 中 游离 氨基 酸 测定 为 例 。 

C1) 血清 的 去 蛋白 处 理 : 血清 或 肝素 血 的 血浆 加 等 体积 0.6N = RR IRS. GE 
10 分 钟 后 , 3000 一 4000 转 / 分 离心 10 分 钟 。 取 上 清流 用 水 稀释 五 倍 , 相 当 于 原 血 请 的 10 
倍 稀释 该 。 

(2) 分 别 吸取 : 每 组 两 份 。 

A. 测定 管 : 稀释 10 倍 的 血 请 上 清 液 100 微 升 ,加 水 至 300 Hh: 

B. 标准 管 : lmM 谷 氨 酸 标准 溶 洲 25 微 升 ,加 0.06N = ARERR 100 微 升 , 加 水 至 300 
微 升 ; 
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C. SA: 0.06N = Aas 100 微 升 ,加 水 至 300 微 升 。 
(3) 分 别 加 3 毫升 OPT 溶液 于 上 述 样品 中 , 迅速 摇 久 ;立即 进行 荧光 测定 。 使 用 泡 
光 分 光 光 度 计 , 激 发 光波 长 340nm， 发 射 光 波长 455nme (HH 20 一 30 分 钟 后 开始 测试 。) 


计算 
根据 下 列 公式 计算 游离 -氨基 酸 值 (glu 值 ): 


_ 测定 管 值 一 空白 管 值 
“氨基 酸 (毫克 分 子 / 升 ) 一 标准 管 值 二 空 目 管 值 X 2.5 

讨论 

(1) 测定 0 一 25 XK 10° 克 分 子 谷 氮 酸 标准 溶 被 《相当 于 lmM 标准 合 氨 酸 溶液 
0 一 250 KA) 的 谷 氮 酸 含量 相对 荧光 标准 曲线 符合 于 抛物 线 ( 过 归 方 程式 为 = 1.47 
十 15.86x 一 0.62x2)， 因 曲线 的 下 部 ( 约 0 一 5 X LOS 克 分 子 ) 接 近 于 直线 , 为 方便 计 可 按 
直线 关系 计算 测定 值 ,但 当 样 品 浓度 较 高 时 应 予 稀 释 ,使 测定 管 值 和 标准 管 值 互 相 接近 以 
减少 误差 。 

(2) 尿素 、 尿 酸 、 肌 本 和 氮 等 几乎 不 与 邻 林 二 甲醛 产生 获 光 物质 , 所 以 对 游离 所 基本 
的 测定 没有 干扰 。 

(3) 邻 葵 二 甲醛 对 半 胱 氨 酸 、 胱 氨 酸 和 赖 氮 酸 等 的 荧光 值 偏 低 ,对 且 氮 酸 不 作用 。 血 
清 中 这 类 氨基 酸 含量 不 多 ,对 整个 测定 影响 不 大 。 

(4) 血清 中 游离 氨基 酸 量 以 谷 氮 酸 值 表 示 , 是 由 于 它 所 生成 的 菊 光 物 稳定 性 好 , 且 因 
谷 氨 酸 本 身 比 较 稳定 、 价 廉 ,容易 得 到 。 

6) 蛋白 质 沉 淀 剂 , 如 三 氯 栈 酸 、 硫 酸 - 钨 酸 钠 均 有 降低 获 光 的 作用 。 不 加 三 氯 醋酸 ， 
KI EFI TS 5.38%, 因此 血清 取样 体积 不 宜 过 大 , 对 照 用 的 标准 氨基 酸 波 需 加 相同 
体积 沉淀 剂 ,以 减少 误差 。 

《6) 由 于 获 光 法 十 分 灵敏 ,对 操作 及 试剂 的 要 求 都 必须 严格 ,所 用 各 种 玻璃 器 血 要 洗 
RTS, 测定 时 比 色 槽 壁 上 不 能 留 有 指 印 。 测 定 液 必须 透明 清晰 。 因 紫外 光照 射 能 使 荧光 
逐渐 下 降 , 在 重 调 仪器 时 需 采 用 临时 新 配 标准 谷 氨 酸 液 对 照 测 定 , 才 能 得 到 精确 的 结果 。 


《五 ) PREG 
原理 


氨基 酸 的 一 NH; ZEA) pK 值 常 在 9.0 以 上 ,不 能 用 一 般 指 示 剂 作 酸 碱 滴定 测定 。 然 
而 ,甲醛 可 与 氨基 酸 中 不 带电 荷 的 氮 基 相互 作用 ,促使 NHi#+ 上 的 氢 离 子 释放 。 


R —CH—COO-== R 一 CH 一 Coo- + H+OH、 中 和 
| | 
NHt+ NH, 


HCHO 
R—CH—coo- 


学 


NHCH,OH 
HCHO 
R —CH—COO- 


N(CH,OH), 
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在 pH EEA ARE Fs BABS IRR | ORAL GRD AEDS A LR 
向 右 移动 ;促进 氢 离 子 释放 ,从 而 使 溶液 酸度 增加 。 REE FRR Pet» DL 
钠 来 满 定 。 每 释放 出 一 个 所 离子 ,就 相当 有 一 个 氨基 氨 , 因 而 从 沈 定 所 用 氢 氧 化 钠 量 可 以 
计算 样品 中 氨基 氢 的 含量 ,也 就 可 以 算出 氨基 酸 含 量 。 

试剂 

(1) 中 性 甲醛 溶液: E50 REF 36—37% 甲醛 中 加 入 1 毫升 0.1%% 本 本 指示 剂 , 然 后 
用 0.2XN 氢 氧 化 钠 注 定 到 微 红 。 要 临 用 前 配制 若 放 置 一 些 时 间 后 , 在 使 用 前 要 重新 进行 
中 和 。 


(2) 酚 本 指示 剂 : 0.1 多 BAKA 50% 乙醇 溶液 。 
(3) 标定 的 0.010N 或 0.100 2h ALATA Ko 


操作 步骤 


1. 第 一 种 方法 ”于 锥 形 瓶 中 加 1 毫升 样品 液 ( 氨 基 酸 浓度 约 .9.01V)，2 毫升 蒸馏 
KR 3 750.1% 酚 栈 指 示 剂 , 摇 匀 后 ,用 氢 氧 化 钠 溶液 滴定 到 微 红 色 ,然后 加 入 工 毫 升 中 性 
香 醛 溶液 ,放置 片刻 ,再 用 微量 滴定 管 以 0.010N 氢 氧 化 钠 溶液 泣 定 到 微 红 色 终点 , 记 下 加 
甲醛 后 所 消耗 的 碱 量 (A)。 同 样 ,空白 测定 耗 碱 量 〈B)。 

2. 第 二 种 方法 “精确 称 取 一 定量 样品 ( 含 氨基 酸 约 .0.15 毫克 左右 ), 在 锥 形 瓶 中 加 
20 毫升 蒸馏 水 溶解 后 ,在 pH 计 上 测定 pH, 用 所 氧化 钠 溶 液 调 节 到 pH7， 加 10 毫升 中 
性 甲醛 盗 液 ,放置 片刻 ,再 用 0.01N 氧 氧化 钠 溶 液 滴定 到 pH9.0， 记 干 加 甲醛 后 所 消耗 的 
碱 量 (A)。 同 样 ,空白 测定 耗 碱 量 (B)。 

计算 

aA a B) X NaoH X Maa. 
氨基 酸 含量 (毫克 /毫升 或 毫克 ) 一 To DR, RO daca 
Ah, 4、3 分 别 为 样品 及 空白 加 甲醛 后 消耗 的 氢 氧 化 钠 溶液 的 毫升 数 ; Nsioa 为 标 


定 的 氧 氧化 钠 溶 液 的 当量 浓度 ; MA ji 可 
HN RFE 14.008); RW SE i ee ee aes 


讨论 
本 法 一 般 所 采用 的 甲醛 浓度 是 2 一 3M ， 即 最 终 浓 度 为 69%, 


本 法 的 优点 是 简单 快速 ,可 以 用 于 快速 测定 氮 基 酸 含量 ,也 常用 来 测定 蛋白 质 水 解 的 
程度 。 缺 点 是 不 够 精确 ,其 准确 度 仅 达到 氨基 酸 理论 含量 的 90 多。 


《六 ) 非 水 溶液 滴定 法 ?9 
原理 


氨基 酸 的 非 水 溶液 注定 法 是 氨基 酸 在 冰 栈 酸 中 用 高 氧 酸 的 标准 溶液 滴定 其 含量 。 根 
据 酸 碱 的 质子 学 说 : 一 切 能 给 出 质子 的 物质 为 酸 ,能 接受 质子 的 物质 为 碱 ; 弱 碱 在 酸性 洲 
剂 中 碱 性 显得 更 强 ,而 弱酸 在 碱 性 溶剂 中 酸性 显得 更 强 , 因 此 本 来 在 水 溶液 中 不 能 滴定 的 
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弱酸 或 弱 碱 ,如 果 选 择 适 当 的 溶剂 使 其 强度 增加 , 则 可 以 顺利 地 滴定 。 氨基 酸 有 氨基 和 羧 
基 , 在 水 中 呈现 中 性 ,假如 在 冰 醋 酸 中 就 显示 出 碱 性 ,因此 可 以 用 高 氧 酸 等 强酸 进行 潢 定 


R —CH—COOH + CH,COOH== R —C —COOH + CH,COO- 
| | 
NH, NH} 
HCIO, + CH,COOH==CH,COOH} + Clo7 
CH,COO- + CH,COOH}==2CH,COOH 
R —CH—COOH+HCIO,—= R —CH—COOH + ClO; 
| | 
NH, NHt 


本 法 适合 于 氨基 酸 成 品 的 含量 测定 。 允 许 测定 的 范围 是 几 十 毫克 的 氨基 酸 。 

试剂 

1. 0.100N 高 氧 酸 标 准 液 ”8.4 毫升 72 多 高 氧 酸 溶液 ,加 入 预先 放 有 400 毫升 冰 栈 
酸 的 11 升 容量 瓶 中 ,加 入 20 毫升 醋酸 醋 以 除 70% 高 氧 酸 中 含有 的 少量 水 份 (注意 不 要 将 
醋酸 本 直接 注 人 高 氧 酸 中 ), 然 后 以 冰 栈 酸 稀有 释 到 1 升 ,放置 过 夜 ,用 基准 邻 葵 二 甲酸 氧 钾 
标定 之 。 
标定 法 : 精确 称 取 干 燥 至 恒 重 的 邻 茶 二 甲酸 氢 钾 (标准 试剂 ,分 子 量 204.24) 0.8000 
克 , 置 250 毫升 锥 形 瓶 中 ,加 入 80 毫升 冰 醋 酸 , 加 热 溶解 后 ,加 5 滴 ge 甲 基 紫 指 示 剂 ,用 
上 述 高 氧 酸 溶液 洒 定 到 紫色 刚 消失 为 正 , 耗 去 了 毫升 。 
WwW 


Vx 204.24 
1000 . 


2.1% 甲 基 紫 指示 剂 0.2 克 甲 基 紫 溶解 于 20 SHOR. 
3. O.IN GRAMM 8.2 克 无 水 醋酸 钠 溶 解 于 冰 醋 酸 中 ， 并 用 冰 醋 酸 定 容 至 1 
升 。 可 用 上 述 高 氧 酸 标准 溶液 标定 其 精确 浓度 。 


操作 步骤 


1. 直接 法 (适用 于 能 淤 解 于 冰 栈 酸 的 氨基 酸 ) 。 精确 称 取 氨 基 酸 样品 50 毫克 左右 ， 
溶解 于 20 毫升 六 栈 酸 中 ,加 2 注 甲 基 紫 指示 剂 ， 用 高 氧 酸 标准 液 滴定 (用 10 毫升 体积 的 
微量 滴定 管 ), 余 点 为 此 色 刚 消失 ,呈现 蓝 色 。 空 白 管 为 不 含 氨基 酸 的 冰 醋 酸 液 ,滴定 至 同 
样 终点 颜色 。 


N HClO, — 


REBSE*% = Vucioy X Le X Maa. x 100% 


式 中 Vucio,s Nucio, 分 别 为 所 耗 用 的 高 氧 酸 标准 液 的 体积 (毫升 ) 和 当量 浓度 ，MA^. 
和 了 三 分 别 为 被 测 氨基 酸 的 分 子 量 和 重量 (毫克 )6 

2. 回 渍 法 (适用 于 不 易 溶 解 于 冰 栈 酸 而 能 深 解 于 ARM ASR) BA 
基 酸 样品 30 一 40 毫克 左右 ,溶解 于 5 毫升 高 氧 酸 标准 芒 中 ,加 2 AERA, 剩余 的 
PALI AA iE ,颜色 变化 由 黄 ,经 过 绿 、 监 至 初次 呈现 不 褪 的 紫色 为 终点 。 


氨基 酸 含量 *% 一 (Vucio, X Nucio, 一 — X Nwaac) X Maa x 100% 


_ 
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式 中 Vessco Nese 分 别 为 注定 耗 用 醋酸 钠 溶 液 的 体积 (毫升 ) 和 当量 浓度 ，Facto,， 
Nacie， 分 别 为 高 氧 酸 标准 液 的 体积 (毫升 ) 和 当量 浓度 ，MA.A， 和 了 殉 分 别 为 被 测 氨基 酸 的 
分 子 量 和 重量 (毫克 )。 

讨论 

C1) 能 溶解 于 冰 酷 酸 的 氨基 酸 , 可 以 用 直接 法 测定 的 有 : ARR RAR. PABA 
Am. ZAR. ARAB. AAR, AAR. AAR. FRARBNGAR. AABRT 
冰 栈 酸 ， 但 能 溶解 于 高 氧 酸 可 以 用 回 滴 法 测定 的 有 : 赖 氨 酸 、 丝 氨 酸 、 胱 氨 酸 和 半 胱 氢 
酸 。 

(2) 谷 氮 酸 和 天 冬 氮 酸 在 高 氧 酸 溶液 中 也 不 能 溶解 ， 可 以 将 样品 和 盗 解 于 2 毫升 甲酸 
中 ,再 加 .20 SHAKER. BEAVER ARARIAE. 


《七 ) BAK 
原理 


用 量 气 法 测定 氨基 酸 , 是 利用 亚 硝酸 可 以 与 含有 游离 aaa ae RFE 
酸 被 氧化 成 产 酸 ,并 定量 地 放出 氮气 。 


R —CH—COOH R—CH—COOH 、 
| + HNO,(NaNO, + CH,COOH) 一 ~ | 二 Ne os Pe 
NH, 
2HNO,= HNO, + 2NO 人 + H,0 


以 高 锰 酸 钾 碱 性 溶液 吸收 反应 过 程 中 由 亚 硝酸 分 解 所 生成 的 氮 的 氧化 物 : 
2NO + o, + H,O==HNO, + HNO, 
HNO, + HNO, + 2Na0H—>NaNO, + NaNO, +2H,O 


然后 可 以 测定 生成 氮气 的 体积 。 因 为 分 离 出 来 的 氮 只 有 一 半 是 从 氨基 酸 的 游离 氨基 
分 解 的 ,所 以 应 将 得 到 的 氮 量 用 2 除 , 再 将 其 换算 成 标准 状态 下 的 数值 , 即 可 计算 出 待 测 
溶液 中 氮 基 氮 的 量 。 所 生成 的 氮 的 体积 是 在 一 种 专门 设计 的 Van Slyke 仪器 中 测定 的 。 


试剂 和 仪器 


C1) 30% 亚 硝酸 钠 溶液 ,用 前 临时 配制 ,在 30°C 水 浴 中 预 热 后 取 用 。 

(2) 80% 栈 酸 和 次 液 或 冰 栈 酸 。 

(3) 碱 性 高 锰 酸 钾 溶 液 : 50 克 高 锰 酸 钾 及 25 克 氧 氧化 钠 溶 于 1 升 蒸馏 水 中 。 . 

(4) 活塞 用 的 润滑 剂 : “羊毛 脂 或 由 凡士林 与 橡胶 制 成 的 润滑 剂 (在 水 洽 上 熔化 一 份 
重 的 切 碎 的 无 硫 橡 胶 及 五 份 重 的 凡士林 即 得 )。 

(5) Van Slyke 仪器 结构 : (Al 3.1) 

此 仪器 主要 由 反应 器 (B)、 量 气管 (D) 和 气体 吸收 瓶 《G) 三 部 分 构成 。 

反应 器 〈《B) 一 侧 借 活塞 a 与 漏斗 人 A) 相通 , 另 一 侧 与 加 样 管 (C) 相通 。 反 应 器 的 下 
端 有 一 活塞 b 可 以 由 此 排出 反应 过 的 废 液 。 在 反应 器 的 上 端 狭窄 处 的 上 面 有 一 扩大 部 
分 ,再 向 上 则 拉 成 毛细 管 并 弯曲 成 “T " 形 ， 在 中 央 有 一 个 三 通 活塞 ,以 使 反应 和 
细 管 与 量 气管 (D) 相通 ,或 使 反应 器 或 量 气 管 与 外 界 相通 。 

BOBS (D) 的 扩大 部 下 端 成 一 细 管 , 在 此 细 管 上 套 着 一 根 长 约 一 米 的 橡皮 管 ， 橡 皮 
管 的 未 端 连 有 一 腥 形 瓶 《(E)， 梨 形 瓶 是 用 来 把 水 灌 人 仪器 及 排除 量 气 管 中 的 气体 。 在 量 


a 


i a 


图 3.1 Van Slyke WHA 


气管 的 上 端 有 一 带 有 二 个 平行 通路 的 活塞 d, 借 此 使 量 气管 与 反应 器 相通 ,或 经 过 连接 管 


(F) 与 吸收 瓶 (G) 相通 。 
吸收 瓶 〈《G) 是 由 二 个 储 有 碱 性 高 锰 酸 钾 溶 液 的 圆 形 玻璃 球 以 一 个 弯 管 相通 而 组 成 


的 , 上 面 的 二 个 吸收 瓶 内 装 有 De = SRN SEMA, 连接 管 (F) 二 端 用 橡 
皮 管 与 量 气管 及 吸收 瓶 连接 。 


操作 步骤 
二 1. 测定 前 仪器 准备 把 仪器 的 各 部 分 洗涤 干净 ， 然后 按 次 序 将 各 部 分 连接 安装 在 
大 铁 架 十 。 用 橡皮 管 联接 起 来 的 仪器 的 玻璃 部 分 应 当 彼 此 直接 接触 , 各 活塞 均 应 仔细 涂 
以 润 谓 剂 ,在 涂 润 滑 剂 前 ,活塞 与 活塞 套 应 以 乙醚 将 油脂 除去 ,然后 再 用 手指 在 活塞 上 很 
均匀 地 薄 薄 地 涂 一 层 润 滑 剂 , 把 活塞 仔细 旋 人 活塞 套 , 当 活塞 旋 人 后 , 应 该 是 完全 透明 而 
无 条 纹 , 并 以 橡皮 圈 加 以 固定 。 

RIG (E) 中 装 人 用 硫酸 酸化 过 的 水 。 将 活塞 d 及 置 于 量 气管 与 外 界 相 通 的 位 
置 ， 提 高 梨 形 瓶 (E) 使 水 充满 量 气管 (D), 注意 勿 使 橡皮 管内 留 有 气泡 ， 量 气管 充满 水 
后 ;把 活塞 d 关闭 。 

将 碱 性 高 锰 酸 钾 溶 液 加 和 人 上面 一 个 吸收 瓶 中 ,使 活塞 d 连通 量 气管 和 吸收 瓶 ,并 且 将 
SUFI CE) 下 降 , 以 使 碱 性 高 锰 酸 钾 溶 液 流 入 下 面 一 个 吸收 瓶 ,进而 流向 连接 管 CF) 中 。 
当 碱 性 高 锰 酸 钾 溶 液 充 满 吸 收 瓶 和 连接 管 (F), 并 出 现 于 量 气管 内 时 ,使 活塞 d 与 外 界 相 
通 ,然后 提高 梨 形 瓶 (E), 除去 量 气管 中 的 碱 性 高 锰 酸 钾 溶 液 ,立即 关闭 活塞 co 

2 排除 空气 

第 一 种 方法 : 将 活塞 。 置 于 使 反应 器 与 外 界 相通 的 位 置 , 关闭 活塞 ia, b Kc, 于 漏斗 
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(A) 中 加 入 80% 醋酸 溶液 到 下 面 刻 度 处 ,并 打开 活塞 a, 使 其 流 人 反应 器 (B) 内 ,然后 再 
将 活塞 a 关闭 , 于 漏斗 (A) 内 加 入 30% 亚 硝 酸 钠 至 上 面 刻 度 处 , 并 同样 地 把 它 引入 反应 
器 中 ( 亚 硝 酸 钠 深 液 与 醋酸 的 体积 比 是 4:1, 可 用 3.5 毫升 酷 酸 溶液 ，1.4 毫升 亚 硝酸 钠 深 
eo HERES (A) 下 面 刻 度 的 位 置 ,将 醋酸 溶液 放 人 反应 器 (B) 中 时 , 应 充满 反应 器 体 
积 的 1/3; 而 按照 上 面 刻 度 的 位 置 加 入 亚 硝 酸 钠 溶 液 应 充满 反应 器 (B) 后 ,在 (A) 中 还 留 
有 少量 的 亚 硝 酸 钠 溶液 。 当 液体 充满 反应 器 后 ,立即 关闭 活塞 e。 摇动 反应 器 , 在 亚 硝酸 
钠 与 醋酸 作用 的 过 程 中 所 生成 的 氮 的 氧化 物 将 驱使 液体 流 人 漏斗 (A) 中 (活塞 a 是 开 着 
的 ), 当 氮 的 氧化 物 使 反应 器 中 液体 降低 到 刻度 以 下 时 , 即 转动 活塞 。 使 与 外 界 相 通 ,此 时 
反应 器 (B) 重新 为 漏斗 (A) 中 的 液体 所 充满 , 并 适当 倾斜 反应 器 ， 以 使 液体 上 升 到 反应 
器 的 毛细 管 部 分 ,关闭 活塞 <。 再 重复 此 操作 2 一 3 次 ,这 样 氮 的 氧化 物 逐 渐 将 仪器 中 的 空 
气 排出 。 

第 二 种 方法 : 按 第 一 种 方法 将 亚 硝 酸 钠 溶液 和 醋酸 溶液 加 好 后 ,转移 活 塞 e 使 反应 
器 与 量 气管 (D) 相通 ,降低 梨 形 瓶 (E), 使 反应 液 充 满 反 应 器 及 上 面 毛细 管 部 分 , 立即 转 
动 活塞 。 使 量 气管 与 外 界 相通 。 SSI (EE). 用 水 将 量 气管 中 的 气体 排出 。 随 之 将 
活塞 。 关闭 。 转动 反应 器 ， 所 产生 的 氮 的 氧化 物 将 液体 压 人 漏斗 (A) 中 , 当 反 应 产生 的 
气体 充满 反应 器 后 , MRS (CE). 同时 打开 活塞 。 使 反应 器 与 量 气管 相通 , 反应 混合 
液 重新 进入 反应 器 并 进而 到 达 活 塞 4 时 , 转动 活塞 e， 使 与 外 界 相通 , 将 量 气管 中 的 气体 
排出 ,然后 关闭 活塞 。。 此 操作 再 重复 2 次 ,将 仪器 中 空气 除 尽 。 

3. 样品 的 测定 ”在 氮 的 氧化 物 充满 反应 器 后 ,将 活塞 ee. BR (CE) 移 到 与 

管 (D) 下 端 液 面相 应 的 位 置 处 。 转 动 活塞 e, 使 反应 器 与 量 气管 相通 。 

小 心 转动 活塞 。 与 外 界 相通 ,在 加 样 管 (C) 上 端 接 一 橡皮 管 , 把 待 测 波 置 于 二 小 烧杯 
中 ,然后 通过 活塞 “ 下面 的 弯 管 。 将 待 测 液 吸 入 加 样 管 (C), 要 使 活塞 的 孔 内 充满 待 测 
液 ( 注 意 勿 使 其 中 留 有 气泡 ), 再 把 加 样 管 (C) 使 与 反应 器 (B) 相通 ,加 入 1 或 2 毫升 待 测 
液 ( 约 含 25 微克 分 子 / 毫 升 氨基 酸 溶液 ), 关 闭 活 塞 c。 必须 注意 , 在 将 待 测 液 放 人 反应 器 
内 时 , 切 不 可 带 有 气泡 , 否则 实验 即 为 无 效 。 不 断 摇动 反应 器 (B), 在 反应 过 程 中 生成 的 
氨 及 氮 的 氧化 物 气体 , 由 于 负 压 均 逸 人 量 气管 (D) 中 。 如 果 此 时 生成 的 气体 较 多 , 达到 
量 气管 下 端 扩大 部 分 ,甚至 达到 橡皮 管内 时 , 应 当 停止 摇动 。 转 动 活塞 d 使 与 吸收 翘 相 
连 。 提高 梨 形 瓶 (E) 使 气体 移入 吸收 瓶 中 , 然后 再 转动 活塞 d 和 反应 器 (B) 相通 ， 降 低 
ATI (E) 再 继续 摇动 。 5 分 钟 后 , 打开 活塞 a, 使 漏斗 中 的 液体 流 人 反应 器 (B) 中 , 降 
低 梨 形 瓶 使 反应 器 中 流 面 到 达 活 塞 a 处 ,使 量 气管 (F) 与 吸收 瓶 (G) 相通 ， 这 时 气体 就 
开始 经 过 连接 管 (F) 到 吸收 瓶 (G) 中 ， 当 所 有 气体 都 自 量 气管 多 人 吸收 瓶 后 ( 即 量 气 管 
中 的 液体 应 当 出 现在 较 低 的 一 个 吸收 瓶 中 ), 关闭 活塞 d, 摇动 吸收 瓶 1 一 2 分 钟 , 此 时 所 
的 氧化 物 即 被 碱 性 高 锰 酸 钾 溶 液 所 吸收 。 打开 活塞 4 RIGS RAS, RE 
HR CE). 可 观察 到 气体 由 吸 瓶 中 慢 慢 出 来 ,使 气体 全 部 转移 到 量 气管 (D) 中 , 立即 关闭 活 
塞 d, 移动 梨 形 瓶 使 其 液 面 与 量 气管 液 面 相 平 ( 即 在 当时 大 气压 下 测量 气体 体积 ), 读 出 气 
体 体积 。 再 重新 将 气体 压 回 吸收 瓶 ,再 次 吸收 ,二 次 数据 符合 ,否则 再 重复 1 一 2 we. 
便 完 成 了 一 次 样品 测定 。 

实验 操作 完毕 后 , 转动 活塞 d Re, 分 别 与 外 界 相通 。 提 高 梨 形 瓶 ， 用 水 将 气体 自 量 
气管 排出 ,并 将 其 中 高 锰 酸 钾 洗 净 。 再 转动 活塞 d SRO (GC) 相通 ， 提 高 梨 形 瓶 ， 把 
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(F) 管 中 的 高 锰 酸 钾 洗 净 , 并 充满 水 , 关闭 活塞 d。 HEHE ay bb TEETH. ik wa 
S+(A) 及 反应 器 〈《B) 中 流出 ,用 水 将 漏斗 \ 反 应 器 及 加 样 管 洗 净 ,并 装 满 水 。 

空白 实验 以 等 体积 蒸馏 水 代替 待 汕 该, 进行 同样 的 测定 。 

计算 

由 于 1L 克 分 子 气体 在 标准 状态 下 〈0"c 及 760 SKREED) 所 占 的 体积 为 22.4 
Fr, 因此 可 从 测量 出 的 气体 体积 中 计算 出 待 测 芒 中 的 氨基 气量 。 为 此 将 测定 样品 时 所 读 
出 的 气体 体积 与 空白 实验 所 得 体积 的 差 数 除 以 2， 即 得 由 于 毛 基 酸 氮 基 的 分 解 所 生成 的 

气体 体积 ,再 用 下 面 公式 换算 成 标准 状态 时 的 气体 体积 。 
(P—f) x 273 
760 X (273 +2) 

式 中 ， 了 为 气压 了 及 温度 oCNHIAAAR, 为 在 进行 实验 时 气压 计 所 指示 的 压 
力 ; # 为 在 实验 进行 时 的 温度 ; 1 为 温度 cc 时 的 饱和 蒸气 压 ; Yo 为 标准 状态 下 的 气体 体 
积 。 

样品 中 所 基 氮 量 ( 毫 克 ) 应 为 x = 1.25087o， 其 中 1.2508 为 1 毫升 干燥 氮气 的 毫克 
数 。 

为 了 便于 计算 , 由 表 3.2 可 以 直接 查 出 在 压力 PME :sc 时 , 用 集 气 排水 法 收集 1 
毫升 氮 的 重量 。 将 氨基 酸 氮 基 分 解 所 形成 的 氮 的 体积 了 ， 乘 羽 表 内 查 出 的 数值 , 即 可 求 
出 所 测 样品 中 毛 基 酸 的 量 。 


CN) BRR MEE 
原理 


蛋白 质 分 子 内 双 羧 基 氨 基 酸 ( 谷 所 酰胺 、 天 冬 酰胺 ) 的 侧 链 上 含有 酰胺 基 。 蛋白 质 总 
氮 的 三 个 组 成 部 分 一 o 氨 基 、 某 些 特殊 基 团 上 的 氮 和 酰胺 氮 中 ,酰胺 基 上 的 氮 比 较 容易 
释放 ,在 较 温 和 或 短 时 间 的 水 解 条 件 下 , 即 可 释放 完全 。 由 于 酰胺 氨 比 总 氮 少 得 多 ,用 微 
量 克 氏 定 氮 法 往往 需要 消耗 较 多 的 样品 ,所 以 常常 采用 微量 弥散 法 。 

RCONH, + 2H,0 cate RCOOH + NH,OH 

酸 水 解 后 的 蛋白 质 样品 在 弥散 碟 的 外 室 与 碱 液 混合 , 毛 被 释放 出 来 , 经 过 弥散 , 吸收 
于 中 央 室 含有 指示 剂 的 酸 溶液 中 。 反 应 完全 后 ,直接 在 中 央 室 用 标准 盐酸 滴定 , 即 可 标 出 
酰胺 氮 的 含量 。 

仪器 和 试剂 

1. 微量 弥散 下 (Conway) 是 由 白 瓷 制 成 ,分 成 中 央 及 外 围 两 室 , 外 围 上 沿 周围 齐 
平 磨砂 ,中 国 则 稍 低 。( 图 3.2) 

2. 微量 滴定 管 (图 3.3) ”由 毛细 管 做 成 。 一 端 拉 尖 便于 滴定 ， 一 端 套 一 小 段 橡皮 
管 ,便于 吸取 溶液 。 毛 细 管 固定 于 一 标尺 上 。 滴 定 管 需 用 水 银 标定 ,标定 时 在 橡皮 管 的 一 
端 套 一 支 5 毫升 针 简 以 便 吸 收 水 银 , 从 万 = M/V (D HBR, M HER, V 为 体积 ) 求 
得 每 一 产 米 毛细 管 的 真实 体积 。 由 于 毛细 管 的 内 径 往往 并 不 完全 均一 , 所 以 需要 每 1 厘 
米 逐 段 标定 ,并 将 标定 结果 列 成 一 表 , 在 滴定 时 就 可 以 从 表 查 得 滴定 所 用 的 体积 。 微 量 滴 
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定 管 一 般 为 40 厘 米 ,每 厘米 体积 约 4 一 5 微 升 。 


加 3:2 微量 弥散 严 . A3.3 微量 滴定 管 


3.1% 硼酸 深 液 ”10 克 硼 酸 〈G. R.) 溶解 于 无 氨 蒸 馏 水 中 ,稀释 至 1000 毫 升 。 

4. 吸收 剂 ” 33 毫克 溴 甲 酚 绿 及 66 毫克 甲 基 红 一 起 溶 于 乙醇 ,并 稀释 至 100 BH. 
将 此 混合 指示 剂 2 毫升 加 人 一 干净 的 100 毫升 容量 瓶 中 ,加 入 1% 硼酸 至 接近 刻度 ,并 以 
几 滴 稀 碱 调节 至 灰 红色 ,再 以 1% 硼酸 定 容 至 刻度 ,保存 备用 。 

5. AER) 10 克 阿 拉 伯 胶 与 15 毫升 水 ,5 毫升 甘油 及 5 克 碳 酸 钾 在 研 
钵 中 研磨 均匀 , 置 真空 干燥 器 内 ，, 减 压 并 放置 一 星期 后 就 可 应 用 。 若 浓度 太 大 ,可 用 水 稀 
释 至 适当 浓度 。 

6. 12N 盐酸 

7. 40% 氢 氧 化 钊 

8. 0.02N 盐酸 (标定 ) 


操作 步骤 


1 样品 的 酸 水 解 1 毫升 已 知 浓度 (0.5 一 1 匈 ) 的 蛋白 质 溶液 与 025 毫升 的 12N 
盐酸 混和 ,再 加 和 人 0.25 毫升 水 , 封 于 硬 质 玻 管 中 , 在 125—130°C 水 解 3 小 时 。 水 解 完 毕 ， 
取出 待 冷 , THRE, 适当 稀释 使 其 含 氮 量 约 为 50 一 70 微克 / 微 升 。 

2. 所 的 释放 及 测定 “在 微量 弥散 碟 的 中 央 加 0.5 毫升 吸收 剂 ,外 围 中 加 0.2 SEF RE 
品 溶 沪 , 并 在 外 围 上 沿 涂 以 水 溶性 胶 , 然 后 左手 持 玻 片 ( 比 外 圈 稍 大 ) ASMA 10% BS 
化 钾 0.5 毫升 于 外 围 样品 中 , 立刻 盖 上 玻 片 , 轻 轻 摆动 , 使 外 围 中 的 样品 与 氢 氧 化 钾 溶 液 
混和 , 平 放 桌 上 ,等 待 2 一 3 小 时 即 可 测定 。 室 温 较 低 时 (5 一 10*C) 需要 适当 延长 至 4 一 5 
小 时 。 待 作用 完毕 后 , 移 开 玻 片 , 此 时 中 央 碟 中 硼酸 溶液 旦 绿色, 用 0.02N 的 标准 盐酸 滴 


” 定 至 灰色 略 带 微 红 ,所 消耗 的 酸 体 积 就 可 从 容积 表 上 查 得 。 
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计算 
Wy = Nua X Vue X 14 
AH, WyrASRERE), Nur 为 标准 酸 的 当量 浓度 ，7ac' 为 标准 酸 的 体积 ( 微 
Was ; 
以 酰胺 氮 占 总 氮 的 百分数 表示 则 为 : 
Wy X 1X 10- 
VX COON 
Roh, TORE RM RST RAAB V, OE PRR CONE 
蛋 和 白质 样品 浓度 多 ; NS ARABS 


x 100 


讨论 

C1) 使 用 以 前 ,仪器 的 生 洗 工作 是 实验 成 败 的 关键 。 微 量 弥 散 和 严 应 该 先 用 肥皂 洗刷 ， 
再 以 水 洗 净 后 放 人 浓 硫 酸 - 重 铬 酸 钾 洗 液 刘 2 一 3 小 时 ,以 水 冲 净 , 然 后 放 人 稀 氢 氧化 钠 溶 
HE 10 一 20 分 钟 , 冲 洗 和 干净 ,最 后 再 用 无 氮 蒸 饮水 冲洗 3 次 , 置 于 专用 烘箱 中 烘 干 。 

(2) 酰胺 氮 的 测定 除了 上 述 方法 外 , 尚 有 用 ION HCl 在 37° 水 解 ; 或 SDHC 在 
100°C 水 解 2 小 时 ,或 用 NaOH 水 解 等 方法 。 经 常用 的 是 酸 水 解 , 但 也 要 注意 酸 水 解 过 程 
中 常常 因 苏 氨 酸 及 丝氨酸 部 分 分 解 而 引起 酰胺 氮 偏 高 。 然 而 , 在 低温 37°C, Aw HCl 水 
解 220 小 时 对 苏 氨 酸 、 丝 氨 酸 、 瓜 氨 酸 的 分 解 并 不 显著 ， 其 由 于 分 解 而 产生 的 所 不 超过 
0.1%, AJAY, 在 这 一 条 件 下 天 冬 酰 胺 的 酰胺 氮 99% 释放 完全 。 所 以 一 般 均 采 用 :37s%c 而 
水 解 时 间 较 长 ,采用 ON HCl 高 温 ; 则 水 解 时 间 缩 短 。 


二 、 个 别 氨 基 酸 的 定量 测定 


(一 ) 赖 氨 酸 的 测定 


这 里 介绍 两 种 。 一 种 为 三 硝 基 葵 磺 酸 法 ,适用 于 蛋白 质 中 赖 氨 酸 含量 的 测定 ; 另 一 种 
为 草 三 酮 法 ,适用 于 发 酵 芒 中 赖 氨 酸 含量 的 测定 。 

. 三 硝 基 茶 磺 酸 法 汪 

原理 

由 于 三 硝 基 苯 磺 酸 (TNBS) 只 与 蛋白 质 中 N 末 端的 性 氨基 及 赖 氨 酸 残 基 的 eA RE 
反应 ,反应 后 生成 的 TNP- 蛋 白质 经 部 分 酸 水 解 后 分 别 产生 含有 xc-TNP- 毛 基 及 s=-ITNP- 
氨基 的 小 肽 碎片 。 在 酸性 溶液 中 前 者 可 用 有 机 溶剂 抽 提 除去 ,而 酸 溶液 中 留 下 的 e-TNP- 
氮 基 含量 即 可 在 340nm 处 定量 测定 ,此 含量 即 相当 于 蛋白 质 中 赖 氮 酸 的 含量 。 

赖 氨 酸 的 标准 溶液 应 该 用 e-TNP- 赖 氨 酸 。 在 s-TNP- 赖 氨 酸 来 源 困难 时 , 由 于 不 
同 种 类 的 TNP- 毛 基 酸 在 340nm 处 的 吸收 值 一 致 ,可 以 用 其 他 氨基 酸 代替 。 

试剂 

(1) 4% 碳酸 氧 钠 溶液 : 4 克 NaHCO, 加 蒸馏 水 至 100 毫升 。 
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(2) 50% 三 氧 醋酸 盗 液 和 59% 三 氯 醋酸 溶液 : 分 别称 取 50 克 或 5 克 三 氯 酷 酸 , 加 蒸 
7k cE AB 100 毫升 。 
(3) 6N MIN 盐酸 溶液 。 
(4) 0.1% 三 硝 基 葵 磺 酸 溶液 : 0.1 克 三 硝 基 苯 磺 酸 加 蒸馏 水 至 :100 毫升 。 贮 存 于 棕 
色 瓶 中 。 
(5) se=TNP- 赖 所 酸 标准 盗 液 或 两 氮 酸 (或 其 他 氨基 酸 ) 标 准 盗 液 : 配 成 0.5mM 的 水 
溶液 。 
<-TNP- 赖 氨 酸 的 制备 取 280 毫克 o-N-EM BAMA (1 BHT AF 15 毫升 4%NaHCO,, MA 
400 =P EM, F 40° Rik 2 小 时 。 反 应 后 用 2NHC1I 调 至 pHi—2, 即 产生 a-N - 葵 氧 将 酰 - 赖 -e-TNP 
PARRA. URARKRRATCRCRE, KAMARA pH! 的 水 洗涤 数 次 ,以 除去 未 作用 的 a-N-SAMR- 
赖 气 酸 。 然 后 用 固体 无 水 硫酸 钠 干燥 ,过 滤 后 减 压 至 小 体积 ,加 过 量 石油 醚 使 析出 。 此 沉淀 经 真空 干燥 后 溶 于 OS 
Fr & 36%HBr 的 冰 醋 酸 溶液 中 ,在 30—40°C 水 滩 上 振 摇 半 小 时 以 脱 去 共 氧 业 基 。 反 应 结束 后 减 压 浓缩 至 干 , 加 无 水 
甲醇 使 溶 ,再 减 压 浓缩 以 除去 HBr ROR. 如 此 反复 数 次 ,最 后 加 乙醚 使 沉淀 析出 。 产 物 再 溶 于 少量 pH1 一 2 的 
水 瓷 液 ,然后 用 乙酸 乙 酯 抽 提 2 一 3 次 以 除去 少量 未 去 葵 氧 败 基 的 杂质 ,水 相 再 减 压 浓 缩 , 即 得 层 析 纯 的 黄色 e-TNP- 
MARAE BA 196°C, 


(6) 丙酮 。 
(7) 乙醚 。 


操作 步骤 


(1) 面粉 蛋白 质 中 赖 氨 酸 含量 的 测定 。 

面粉 用 过 量 20 倍 的 丙酮 脱脂 两 次 ,再 用 乙醚 处 理 并 干燥 。 

取 脱 脂 面粉 0.2000 克 于 离心 管 ， 加 2 毫升 4 多 NaHCO:， 不 断 用 玻 棒 搅 拌 抽 提 数 小 
时 ,离心 后 再 用 2 Ft 4% NaHCO, 抽 提 三 次 , 合并 抽 提 液 。 加 5 毫克 左右 固体 三 硝 基 茶 
磺 酸 , 于 40sc 保温 2 小 时 。 反 应 后 用 50% 三 氯 醋酸 酸化 ,使 三 硝 基 茶 -蛋白 质 (TNP- 和 蛋白 
质 ) 沉 淀 完全 ,离心 弃 去 上 清 液 ,沉淀 再 用 !5% 三 氯 醋酸 洗涤 五 次 ,丙酮 洗涤 五 次 ;干燥 后 
得 TNP- 和 蛋白 质 。 在 TNP- 蛋 白质 中 加 ONHC! 2.5 毫升 ,封口 ,于 110° 水 解 2 小 时 。 启 
口 后 ,取水 解 液 2 毫升 ,加 蒸馏 水 12 毫升 ,用 8 毫升 乙醚 抽 提 4 一 5 次 ,然后 水 相 在 60"c 
水 浴 中 略 保 温 以 除去 少量 乙醚 ,最 后 取 其 3 毫升 (做 .2 一 3 份 ) 加 蒸馏 水 1 毫升 ,在 340nm 
测 得 光 密 度 ( 以 水 为 空白 对 照 )。 

由 标准 曲线 查 得 为 A 微 克 分 子 氮 基 ， 每 克 脱 脂 面粉 在 碱 可 溶性 蛋白 质 中 的 赖 氨 酸 的 
含量 应 为 : 

Ax im x = x 0.2 x 145.2 = 赖 氨 酸 (毫克 / 克 脱脂 面粉 

式 中 , 145.2 为 赖 氨 酸 分 子 量 。 

(任何 蛋白 质 中 赖 氨 酸 含量 的 测定 ,都 可 用 上 述 操作 步骤 ,只 需 秤 取 适 量 蛋白 质 ,并 省 
略 NaHCO, 的 抽 提 步骤 。) 

(2) 标准 曲线 的 制作 : 用 下 列 任意 一 种 。 

s-TNP- 赖 氨 酸 的 标准 曲线 制作 : 取 0.5mM e-TNP- 赖 氨 酸 0.1 一 0.8 毫升 (相应 于 
0.05 一 0.4 微克 分 子 氨 基 酸 ), 加 1 毫升 4 多 NaHCO, 1 毫升 IN HCL， 最 后 用 蒸馏 水 补充 
至 4 毫升 ,在 340nm 测定 (以 蒸馏 水 作 空白 对 照 )。 

丙 氨 酸 的 标准 曲线 制作 : 取 0.5mM 丙 氨 酸 标准 溶液 0.1 一 0.8 毫升 (相应 于 0.05 一 0.4 


GSP 。 


微克 分 子 氨基 酸 ), 补充 加 蒸馏 水 至 1 毫升 , 再 加 4+%NaHCo, 1 毫升 ，0.1%TNBS 溶液 
1 毫升 ,于 40°C 保 刘 2 小 时 ,加 1 毫升 1IVHCI 混合 后 ,在 340nm 测定 (以 蒸馏 水 代替 两 
氨 酸 的 试剂 空白 作对 照 )。 

讨论 

(1) 若 蛋白 质 中 N- 示 端 也 是 赖 氨 酸 ,在 用 有 机 溶剂 抽 提 时 也 将 被 除去 ， 因 而 实际 所 
测 得 的 赖 氮 酸 含量 将 偏 低 。 但 由 于 蛋白 质 分 子 量 很 大 ,即使 谷物 中 某 些 蛋 白质 的 N= 未 端 
he MAR. BN se- 氨基 远 多 于 此 x- 氮 基 , 因 此 影响 不 大 。 

(2) 当 TNP- 蛋 白质 在 ON HCl 中 水 解 时 ,为 了 避免 TNP- 基 团 本 身 的 破坏 ,水 解 时 
间 不 宜 过 长 ,一 般 在 110*c 2 小 时 即 可 。 因 为 e-TNP 小 肽 在 340nm 处 的 光 吸 收 值 与 游 
离 e-TNP- 赖 氨 酸 的 值 大致 相 当 , 酸 水 解 就 不 必 彻 底 。 

(3) 本 法 也 可 测定 纯 蛋 白质 中 se- 氨基 的 含量 。 对 于 大 分 子 蛋白 质 部 分 eae 
分 子 内 部 , 由 于 受到 构 型 上 的 阻碍 与 TNBS 反应 有 可 能 不 完全 , 因此 应 尽 可 能 使 蛋白 质 
变性 (在 碱 性 条 件 下 保温 数 小 时 ), 使 分 子 内 部 氨基 充分 暴露 后 再 与 TNBS 反应 。 在 此 条 
件 下 ,和 琉 基 也 将 氧化 成 二 硫 键 ,可 以 避免 费 基 的 干扰 。 

2. Home 


原理 

利用 赖 氨 酸 与 部 三 酮 在 pH3 以 下 的 专 二 显 色 反应 ,在 475nm 的 定量 测定 。 适合 于 发 
酵 液 中 赖 氨 酸 含量 的 快速 测定 ,分 析 范 围 为 0.075 一 0.2 毫克 /毫升 赖 氨 酸 。 

试剂 Ms 

(1) = MIR. AHS 1.25 克 加 乙 二 醇 甲醛 94 毫升 

CuC!, ¢ 2H,0 1.7 克 加 0.1M 柠檬 酸 ( 用 HCl W475 B pH1.3) 32 ZF, 

上 述 两 溶液 混和 后 加 蒸馏 水 到 250 毫升 。 

(2) 赖 氨 酸 标准 溶液 ， 配 制 成 02 毫克 /毫升 。 

操作 步骤 

(1) 待 测 溶液 ( 含 赖 氨 酸 约 0.075—0.2 毫克 /毫升 ) 2 毫升 , 加 草 三 酮 试剂 4 It. HE 
匀 后 ,沸水 浴 加 热 20 分 钟 ,冷却 后 用 72 型 分 光 光 度 计 测定 475nm 处 的 光 密度 。 

(2) 标准 曲线 的 制作 :于 试管 中 分 别 加 入 赖 氨 酸 标准 洲 液 0.2 毫克 /毫升 ) 0.75、 
1.0, 1.25, 1.5, 1.75 及 2.0 毫升 , 各 补足 茹 馏 水 至 2.0 毫升 , DIK SRE. 以 赖 氨 酸 浓 
BE BEREKR, O.D ipsam 为 纵 坐 标 绘制 标准 曲线 。 

讨论 

标准 曲线 不 通过 原点 ,在 赖 氨 酸 0.75 一 0.2 毫克 /毫升 范围 内 有 线性 关系 。 

(=) 色 氨 酸 的 测定 

蛋白 质 的 氨基 酸 组 分 分 析 中 都 使 用 酸 水 解法 。 但 是 色 氨 酸 在 酸性 溶液 中 很 容易 受到 
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破坏 ,所 以 蛋白 质 的 色 氮 酸 含量 必须 另 作 分 析 ,常用 的 方法 是 改 用 碱 水 解 。 我 们 这 里 介绍 
的 两 种 方法 是 不 必 进 行 蛋白 质 水 解 的 色 氮 酸 直接 测定 法 。 
1. 对 二 甲 基 氛 基 茶 甲醛 法 (DAB 法 7 


原理 
色 氨 酸 能 与 对 二 甲 基 氨 基 茶 甲醛 试剂 反应 生成 蓝 色 产物 , 它 可 能 是 : 
二 一 一 一 CO OC 一 人 < 二 
ee uleeedan CH—NH—W 


| 
CH, CH, 


a~ \ 
H 


KRANRRSAARNERAEKA, AIDA ERM eZ. 操作 简单 。 
测定 范围 为 色 氨 酸 10—100 微克 。 


试剂 

(1) 21.4VEH:SO,: 148 毫升 浓 HSO, 加 水 稀释 至 250 毫升 。 

(2) 对 二 甲 基 氨基 茶 甲 醛 溶液 : 600 BY HLA PRAT 180 SH 21.4N 
HSO 中 ,溶液 浓度 达到 15 毫克 /4.5 毫升 。 

(3) 1%NaNO,: 500 毫克 NaNO， 加 水 至 50 毫升 。 

0.04%NaNO,: BY 1%NaNO, 4 毫升 ;加 水 至 100 毫升 。 

(4) GAME: 10 毫 克 色 氨 酸 加 少量 蒸馏 水 ,再 加 1 一 2 滴 HSO, 使 其 完全 溶 
解 ,稀释 至 100 毫升 ,浓度 达 100 微克 /毫升 。 

G) HARPER: 蛋白 质 样品 浓度 配制 成 色 氨 酸 含量 在 10 一 100 微克 /毫升 范围 
内 。 


操作 步骤 
(1) 按 下 表 于 试管 中 分 别 加 入 试 痢 


标准 曲 线 部 分 ( 毫 升 数 ) 样品 部 分 (毫升 数 ) 


管 号 1 2 4 5 6 7 
色 所 酸 标准 液 0.. 0:4.0:2 0.3: 0.4 0.5 ae 

蛋白 质 样品 一 一 一 一 一 .一 0.25 
7k Bk O65. 0.4" 10630 2022> Gat <0 0.25 
对 二 甲 基 氮 基 葵 甲醛 溶液 4.5m4:5 4.5 4.5°°4.5 4,5 4.5 


(2) 混 匀 ,室温 珊 光 下 放置 1.5 小 时 。 

《3) 各 加 0.05 毫升 0.04%NaNO, 溶液 , 摇 匀 ,放置 30 分 钟 。 

(4) 以 第 一 管 作为 空白 对 照 ， 于 72 型 分 光 光 度 计 中 测定 600nm 处 的 光 密 度 值 
COD.) 

G) 绘制 色 氮 酸 准 标 曲线 : 以 色 氮 酸 微克 数 为 横 坐 标 , Om 为 纵 坐 标 作 图 。 由 样品 


* 71. 


的 ODem 值 从 标准 曲线 中 查 出 相当 的 色 氮 酸 微 克 数 ,计算 蛋 百 质 中 色 氮 酸 的 含量 。 
2，MV- 省 代 王 珀 酰 亚 胺 滴定 法 (NBS 法) 
试剂 
(1) pH 4 醋酸 盐 缓冲 液 (0.05M， 含 8M 腺 )。 
(2) 10mM N- 省 代 琥 垢 酰 亚 胺 水 溶液 : 称 取 4.4 毫克 N- 省 代 琥 珀 酰 亚 胺 (分 子 量 


175.9) 加 水 至 2.5 毫升 ,放置 棕色 瓶 中 ,新 鲜 配 制 。 
G) 蛋白 质 桩 品 液 : 浓度 配 至 色 氢 酸 含量 为 400 微克 /毫升 左右 。 


操作 步骤 


C1) FRR AMPA SA Ae A 0.2 毫升 , pH4 酷 酸 盐 缓 冲 液 2.8 SHY. 

对 照管 加 pH4 ABRAM RK 3 毫升 。 

(2) 于 751 型 分 光 光 度 计 中 , 用 微量 进 样 器 加 入 N-_ 溴 代 玉 珀 酰 亚 胺 水 溶液 ， 每 次 加 
50 微 升 , 加 毕 混 匀 后 读 取 ODa 值 ,直至 ODm 值 下 降 至 不 变化 为 止 。 每 次 也 同样 在 对 照 
管 中 加 N- 省 代 琥 珀 酰 亚 胺 水 盗 液 。 

按 下 表 记 录 数 据 : 


NCHA WIR CaF) 3 5 |- 4250. soles) SOQ, Wy capeess 


ie 


OOD:so 


计算 


AOD. K 1.3 K MW X'V 
: nel F mole) = AODm x 1.3 x MW X'V 
f AB (mole/ 蛋 白质 mole) rrr 或 


AODmx13xXx186XF 
SCD ee ur 


tth, AOD» 为 光 密 度 测定 的 差 值 ， 苇 为 蛋白 质 毫克 数 ; 了 为 反应 系统 终 体 积 (毫升 ); 
5500 为 色 氨 酸 在 280nm 的 克 分子 消 光 系 数 ,186 为 色 氨 酸 分 子 量 ; Mw 为 蛋白 质 分 子 
量 。 

< 过 Be Hye) 

原理 

色 氨 酸 与 甲醛 缩合 成 环 状 , 经 三 氧化 铁 氧化 成 去 甲 哈 尔 曼 (Norharman)o 其 反应 式 如 


sca i! -9Bcog he CH,—CHCOOH 


C LJ Sera ) | ae 


CH, 
——CH,—CHCOOH a ) 


NH —H—COOH * 
hence H—COOH SS 
Norharman 


wm Ae @ 


采用 本 法 可 测定 5 一 10 微 升 血清 中 游离 色 氨 酸 的 含量 。 测定 色 氮 酸 含量 可 低 达 0.1 
毫 微克 分 子 (nmol)， 色 氮 酸 含量 在 0 一 10 毫 微克 分 子 范围 内 和 相对 荧光 符合 直线 关系 。 


试剂 〈 以 下 试剂 均 用 分 析 纯 和 玻璃 器 重 蒸 水 配制 ) 


(1) 0.6N 三 氯 栈 酸 溶液 : P= AAR 98 5a. AF 1 升水 , 临 用 前 在 冰箱 内 或 冰 水 
BHA, 

(2) 2% 甲醛 溶液 : 量 取 甲醛 (36-38%) 5.5 毫升 ,加 水 至 100 SF. 

(3) 6mM 三 氧化 铁 一 0.6V 三 氧 醋 酸 溶液 : 称 取 三 氧化 铁 162 Siz. 用 0.6V = ABs 
酸 100 毫升 溶解 。 

(4) 标准 色 氮 酸 溶液 : 

(A) lmM 贮存 液 ， 精确 称 取 色 氮 酸 (分 子 量 204.23) 20.4 Bi, WK MAAK 
(25—28 % ) 0.76 毫升 ， 加 水 至 100 毫升 配 成 ImM 色 氮 酸 一 0.1V SACRA, 冰箱 内 
贮存 。 

(B) 0.01mM 工作 液 : WARRIOR 毫升 加 水 至 100 BH. 


操作 步骤 


(1) 血清 的 去 蛋白 处 理 : 

精确 吸取 新 鲜血 清 ( 如 不 立即 分 析 宣 放置 一 20*cC 冰箱 保存 ) 50 一 100 微 升 ,和 等 体积 
0.6N 三 氧 醋 酸 混 匀 ， 静 置 10 分 钟 后 , 4000 转 /分 钟离 心 约 10 分 钟 , 吸 取 上 清 沪 用 水 精确 
稀释 5 倍 , 即 得 稀释 10 FRILL kK. 

(2) 分 别 吸 取 : 〈 每 组 两 份 ) 

(A) 测定 管 : 稀释 10 倍 的 血 请 上 清 液 100 KF; 

(B) 标准 管 : 0.01mM HAR NER 100 HLF; 

(C) SAB: 水 100 微 升 ; 

分 别 于 无 塞 的 12 x 150 毫米 玻璃 试管 内 (试管 先 用 3.5 毫升 水 银 精确 量 出 容积 并 用 
铜 红 扩散 印 泥 划 线 烘 烤 标 度 )。 

分 别 在 各 试管 加 人 冰冷 的 0.6V = ABM 2.5 毫升 ,2 多 甲醛 0.2 毫升 及 6mM = BL 
铁 一 0.6V = ARR 0.1 毫升 ,并 立即 置 于 煮沸 的 8 多 食盐 水 浴 中 ;， 试管 内 保持 102 士 1"C， 
历时 90 分 钟 (以 上 几 个 步骤 应 迅速 进行 ,不 宜 久 置 ,以 防止 色 氮 酸 在 操作 过 程 中 分 解 。 保 
温 过 程 水 浴 不 可 加 盖 以 免 车 汽 凝 成 水 滴 污 染 样品 。 应 经 常用 沸水 补充 水 浴 内 因 蒸 发 散失 
的 水 份 )。 | 

保温 毕 取出 冷却 , 需 加 水 至 标 度 线 然后 测定 获 光 。 激 发 光 304 毫 微米 ,发 射 光 448 = 
微米 。 

计算 

按 下 式 计 算 血 清 中 游离 色 氨 酸 含量 。 


Gece _ WE PSA Ly) x 1 
色 氨 酸 (毫克 分 子 / 升 ) 一 标准 管 值 二 专利 管 值 OO! X 10 


全 


讨论 

(1) 在 102sc 左右 保温 90 分 钟 相对 荧光 值 比 100°C 高 8 多 左右， 测定 值 也 较 稳 定 。 
保温 时 间 在 90 分 钟 左 右 , 菊 光 值 最 大 ,超过 180 分 钟 有 下 降 趋 势 。 

(2) 色 氮 酸 在 酸性 条 件 下 极 易 分 解 , 因 此 加 三 氧 醋酸 应 在 低温 下 进行 ,并 须 尽 快 地 加 
人 甲醛 ,后 者 对 色 氮 酸 有 一 定 保护 作用 ,应 在 水 浴 前 质 刻 加 入 。 保 温 完毕 后 所 生成 的 荧光 
物质 相当 稳定 ,室温 下 避 光 放置 一 个 月 仍然 变化 甚 微 。 

(3) 本 法 不 受 血 清 中 组 氮 酸 、 酷 胺 、 共 两 氨 酸 等 的 干扰 。5- 产 色 氨 酸 、 吗 | 唆 栈 酸 等 产 
生 的 荧光 极 微 , 5- 羟 色 胺 不 产生 获 光 , 色 胺 所 产生 的 欧 光 为 色 氮 酸 的 十 分 之 二 


(=) 亮 氨 酸 、 异 亮 氨 酸 和 统 氢 酸 的 联合 测定 24 
原理 


亮 氨 酸 、 异 亮 氨 酸 和 贿 氨 酸 的 联合 化 学 测定 是 用 高 锰 酸 钾 将 脱 氮 的 亮 \ 缚 两 氨基 酸 氧 
化 为 丙酮 ,蒸馏 收集 后 ,以 水 杨 酸 测 定 两 者 的 总 量 ;同时 将 异 亮 氨 酸 氧化 为 丁 酮 ,蒸馏 收集 
后 ,以 香草 醛 测定 。 另 外 , 还 用 曹 三 酮 将 统 氮 酸 氧 化 的 异 丁 醛 ， eile 通过 
计算 可 以 求 得 三 种 氨基 酸 的 含量 。 
氧化 反应 包括 以 下 几 项 基本 反应 : 
1. ARN MA 
NH, ， OH 


| HNO, | 
R—CH—COOH 一 一 R—CH-—COOH + N,+ H,0 


高 锰 酸 钾 氧 化 
OH 
| [O] 
R—CH—COOH NO RCHO + CO, + H:O 
例如 : Ai swe 
NH, 
CH, | HNO, [oO] 
cH—CH—COOH 下 二 二 areal 二 二 二- 二- 
fo} KMnO, 


[O] CH, 


CH, 
cH--CHo + H,O + CO, ‘Seo + H,O + CO, 
CH, 


一 一 一 一 一 
KMnO, CH, 


2. HERA — Blin: aid 


i 


ye H—COOH + 下 % a — SS ox—cro + forks > ae | ne 


/ Non 


. 
+ CO, 


试剂 
C1) 4N 亚 硝酸 钠 溶 液 ( 新 鲜 配 制 )。 
> 74% 


(2) 1M 硝酸 钴 溶液 。 

(3) 2% 高 锰 酸 钾 溶 液 : 20 克 高 锰 酸 钾 溶 解 于 pH6.8，1M 的 磷酸 盐 缓 冲 液 中 。 

(4) 11.3N SACHA Ko 

(5) 12.8% (v/v) 水 杨 酸 乙醇 溶液 (新 鲜 配 制 )5 

(6) 5% 香草 醛 溶液 :香草 醛 / 甲 醇 / 浓 盐酸 王 142/18(W/A/v)， (新鲜 配 制 )。 

(7) pH5.5 磷酸 盐 缓冲 液 ，K;PO,， 2.8 克 , KH,PO, 16 克 ，NaCl 3 AHF 800 毫 
升水 中 。 

(8) 固体 曹 三 酮 。 

(9) 10.3N SARA Ro 


ESR 


1. 蛋白 质 的 酸 水 解 ， 精确 称 取 蛋 白质 样品 25 毫克 , 加 5 SH ON 硫酸 ,利用 高 压 
消毒 锅 在 15 磅 加 压 水 解 6 一 10 小 时 ,加 水 稀释 至 10 SF 

2. SERA ， 亮 、 纺 氨 酸 含量 之 和 及 异 亮 氨 酸 含量 的 测定 。 

取 蛋 白质 水 解 液 5 毫升 ,加 AN 亚 硝酸 钠 工 毫升 ,混合 静 置 10 分 钟 ,以 沸水 浴 加 热 10 
分 钟 驱 除 过 量 的 亚 硝酸 ,以 氢 氧 化 钠 中 和 后 稀释 至 10 EF, Bb 2 毫升 , 置 50 BHR 
馏 瓶 内 ， 加 1M 硝酸 钴 溶液 0.2 毫升 , 2% (或 1 多 ) 高 锰 酸 钾 溶 液 5 毫升 ,加 水 使 总 体积 
接近 10 毫升 ,再 加 适量 长 约 1 KARA, 防止 喷 溢 , 以 微 火 在 10 分 钟 左右 的 时 间 
内 蒸 至 将 近 全 干 。 馏 出 汶 经 水 冷凝 管 冷却 , 并 以 冰 浴 收集 。 用 0.5 一 ! 毫升 水 洗涤 冷凝 管 
壁 后 稀释 蒸 出 液 至 10 毫升 。 

(1) SPARRO: 取 蒸 出 液 1 毫升 加 水 至 2 毫升 ,再 加 11.3N SAH 2 
毫升 及 12.8% 水 杨 醛 乙醇 溶液 1 毫升 ,混和 后 在 50 保温 二 小 时 ;冷却 后 在 520nm 比 色 ， 
WU 4S FE I FUL SAA EEE (ODuv)。 

(2) 异 亮 氨 酸 含量 的 测定 : MAK 1 毫升 和 香草 醛 溶液 1 毫升 , 比重 1.84 的 硫酸 
1 毫升 ,混合 后 在 45°C 保温 30 分 钟 ,冷却 ,加 水 至 5 毫升 ,立即 在 610nim 比 色 , WERE 
氨 酸 的 光 密 度 (OD,) 

3. 草 三 酮 氧化 一 一 弛 氨 酸 含量 的 测定 ” 取 蛋 白质 水 解 小 4 毫升 ,以 氢 氧 化 钠 中 和 后 
用 水 稀释 至 10 毫升 。 取 此 液 2 毫升 加 pH5.5 磷酸 盐 缓冲 液 6 毫升 ,固体 草 三 酮 40 毫克 ， 
加 水 使 总 体积 接近 10 毫升 ,用 上 述 同 样 蒸馏 方法 以 微 火 在 10 分 钟 左 右 的 时 间 内 蒸 干 ,用 
UK YS UCSF OT EEE 10 毫升 。 以 此 液 3 毫升 ,加 10.3N 氢 氧 化 钠 2 毫升 ,20 狗 
水 杨 醛 乙醇 溶液 1 毫升 ,混合 后 在 50°C 保温 70 分 钟 ,冷却 后 在 500nm LA, NSARM 
的 光 密 度 (ODvs)o 

4. 标准 曲线 制作 “， 三 种 氨基 酸 都 从 水 解 开 始 和 样品 平行 处 理 ， 同 样 按 上 述 操 作 步 
又 进行 测定 。 

三 种 氨基 酸 可 分 别称 取 10 毫克 , 加 10 毫升 BN 硫酸 , 与 样品 相同 条 件 下 水 解 , 最 后 
稀释 至 20 毫升 。 

然后 按 ( 表 3.3) 用 量 进行 蒸馏 和 测定 

绘制 标准 曲线 时 , 横 坐 标 直接 用 氨基 酸 量 表示 ,所 以 实际 应 用 无 须 考虑 它们 的 氧化 率 
如 何 。 在 横 坐 标 上 方 添 一 表示 含量 百分率 的 横 轴 , 如 果 分 析 样 品 很 多 而 取样 量 严格 一 致 ， 


» 7> » 


% 3.3 3 # BA R 


1 RS FPA eh= Adie. 
异 亮 氨 酸 ( 丁 酮 ) Fe ABR EK i AR CA A) oii AE ST BE) 
ATA REE PATS S| 用 于 氧化 的 溶液 配制 “| 相当 于 5 毫 | AFAR PMS 
FF | i oa] 
水 解 液 (毫升 ) 水 (毫升 ) | 含量 (微克 )| 水 解 液 (毫升 ) 水 (毫升 ) | 含量 (微克 站 2k eR EF Kk (EF) |S BCG) 
1.25 3.75 12.5 1.0 4.0 10 0.5 “368 15 
2.5 2.5 25.0 2.0 3.0 20 1.0 3.0 30 
3.75 1.25 37.5 3.0 2.0 30 1.5 2.5.) 45 
5.0 0 50.0 4.0 1.0 40 2.0 2.0 60 


可 直接 读 出 各 氨基 酸 的 百分率 [百分率 坐标 按 5 EIT A 250 MOA SR 
氧化 ) 及 6 SFE BRR 600 微克 样品 ( 草 三 酮 氧化 )]( 见 图 3.4)。 


蛋白 质 样品 中 异 亮 氨 酸 含量 (%%) 蛋白 质 样品 中 顷 氨 酸 含量 ( 听 ) 
0 10 20 0 Sie 510 ie es 
0.4 0.3 
0-3 
E 0.2 
0.2 Hx 
ke 
0.1 0.1 


0 
0 10 20 30 40.50 60( 微 克 ) 0 
0 10 2030 40 50 60 70 8090( 微 克 》 


5 毫升 比 色 液 代 表 的 异 亮 氨 酸 
FAM CT Bid) 标准 曲线 6 ZH ARKH SAR 
SAS (FET WE) bert: HAE 
& Ain PHAR SBA) 
0 5 10 15 BR AUSRE dh Pt FE SGD 
0 10 20 
0.5 于 
0.4 
ke 
$0.3 : 
sR 
0.2 
0.1 
001020 30 40443) 0 10 20 30 40 50 60( 微 克 ) 
5 Se Free eR ZEA A RR 5 PH BRR ZAM 
SAAS (丙酮 ) 标 准 曲 线 亮 氨 酸 (ABA) tri Hee 


图 3.4 氨基 酸 的 标准 曲线 绘制 法 (举例 ) 
计算 
(1) 根据 OP， 从 异 亮 氨 酸 ( 丁 柄 ) 标 准 曲线 上 方 读 出 异 亮 氨 酸 的 含量 百分率 。 


* 76 。 
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(2) 根据 ODve WARE HT anne LHI WMARE RED Bo 
(3) Fee SAM 5D 3S TE i CPS le) on PB Be _E- SR HH 它 的 光 密 度 ODvao 
(4) 设 亮 氨 酸 的 光 密 度 为 DOD， 则 

OD, = ODrv — ODIA 
然后 根据 在 亮 氨 酸 (丙酮 ?标准 曲 线 与 读 得 亮 氨 酸 含量 的 百分率 。 


讨论 

要 达到 较 好 的 重复 性 , 蒸馏 操作 是 关键 的 一 步 。 蒸 馏 器 的 接头 要 磨 口 , 保证 不 漏 气 ， 
用 冰 浴 收集 ,以 免 挥 发 损失 。 蒸 馏 时 最 重要 的 是 掌握 火候 , 火焰 大 小 要 恰到好处 , 让 它 在 
十 分 钟 左右 蒸 干 , 既 不 太 短 ,以 免 红 色 液 喷 溢 过 去 (如 果 有 二 点 喷 滋 过 去 , 馏 液 不 能 用 , 冷 
凝 器 洗 净 后 , 方 能 作 第 二 个 样品 ), 也 不 宜 太 慢 , 以 免 氧化 不 完全 ; 在 蒸 到 将 近 干 时 ,要 竺 
别 小 心 , 要 将 火焰 和 瓶 底 距 离 拉 大 ,最 后 一 两 滴 , 可 以 利用 玻璃 本 身 的 余热 , 将 它 烤 干 , 再 
用 火焰 很 快 地 环绕 圆 底 烘 烤 一 下 ,使 内 含 物 干燥 而 不 发 烟 。 蒸 完 拆 开 , 最 好 用 0.5 一 1 & 
升水 洗 一 下 冷凝 器 壁 , 将 洗 液 并 人 馏 液 。 玻 璃 纤维 加 得 适当 ， 是 克服 喷 溢 的 要 点 之 一 ， 不 
宜 用 其 它 东西 代替 。 
(四 ) 苯 丙 氨 酸 的 测定 5, 9 

原理 

葵 丙 氨 酸 与 曹 三 酮 及 铜 盐 反应 生成 荧光 复合 物 ，L- 亮 氨 酸 -L- 丙 氨 酸 二 肽 能 增强 这 
一 反应 。 茨 光复 合 物 的 最 高 激发 波长 为 365nm, 最 高 发 射 波长 为 490nm。 采用 本 法 可 测 
定 5 一 10 微 升 血清 中 游离 苯 丙 氨 酸 的 含量 。 苯 两 氨 酸 含量 在 0 一 12 毫 微克 分 子 范围 内 和 
相对 荧光 值 符合 直线 关系 。 


试剂 〈 以 下 试剂 均 用 分 析 纯 和 玻璃 器 重 蒸 馏 水 配制 ) 

1. 二 肽 - 划 三 酮 试剂 

(1) 5mM 亮 两 二 肽 溶液 : 称 取 ar ee 202.25) 1 RAF 
1 毫升 水 , 临 用 时 配制 ; 

(2) 30mM #i= oe PREG = A (> FB 178.15) 534 毫克 溶 于 100 BFK, vk 
箱 内 贮存 ; 

(3) 0.6M 琥珀 酸 盐 缓冲 液 : 称 取 琥 珀 酸 7.086 克 加 水 约 25 毫升 ,加 入 4.8N SAL 
钠 ( 称 取 9.6 克 溶 于 50 毫升 水 ) 约 22 BH, 调节 至 pH5.88， 加 水 至 100 毫升 , 冰箱 内 几 
存 。 

临 用 前 将 A、B、C 三 种 溶 流 按 1:2:5 容积 比 混合 

2. 铜 试剂 

(1) 25mM 碳酸 钠 -0.4mM 酒石酸 钾 钠 溶液 : 称 取 无 水 碳酸 钠 2.66 克 ,酒石酸 钾 钠 ( 含 
4 $25 ma 7k) 113 毫克 加 水 至 工 升 ; 

(2) 0.8M 硫酸 铜 溶液 : 称 取 CuSO, - 5H,O 100 克 , 溶 于 500 毫升 水 。 

临 用 前 将 A, B 两 种 溶液 按 3:2 容 积 比 混 匀 。 

3. 0.6N 三 氯 栈 酸 溶液 PRI = AGAR 98 克 溶 于 1 升水 。 临 用 前 取 0.6V = me 


oF, 4 


酸 稀释 10 (5.44 0.06Ve 

4. AERA A RK 

(1) lmM 贮存 液 : 精确 称 取 L-AAARM( DFE 165.19) 165 毫克 , 溶 于 100 ‘=H 
水 ,冰箱 内 贮存 ; 

(2) 0.04mM 工作 液 : MAIC RK 2 毫升 加 水 至 50 BH. 


操作 步骤 


1 血清 的 去 蛋白 处 理 ”，“ 精确 吸取 新 鲜血 请 (如 不 立即 分 析 宜 放置 -20*c KARE) 
50—100 微 升 ,和 等 容积 0.6N 三 氧 酷 酸 混 匀 ， 静 置 10 分 钟 后 离心 , 4000 转 / 分 钟 约 .10 分 
oR eR KA 5 倍 , 即 得 稀释 .10 MBL ARK 

2. 分 别 吸取 (每 组 两 价 。》 

C1) Wee: MH 10 倍 的 血清 上 清 芒 100 微 升 ; E 

(2) 标准 管 : 0.04mM APY ARBRE HK 25 微 升 ,加 入 0.06N 三 氧 酷 酸 溶液 100 微 升 ; 

(3) BAB: 0.06N 三 氯 醋酸 溶液 100 微 升 ; 

于 10 或 20 毫升 试管 ,用 水 补充 容积 至 200 KF. 

在 各 试管 内 加 入 0.3 毫升 二 肽 - 划 三 酮 试剂 混 匀 。 放 在 75°C 水 浴 中 保温 80 分 钟 (或 
65—70°C 保温 140 分 钟 左右 )。 保 温 完毕 将 试管 下 半 部 浸 于 自来水 中 冷却 :而 入 25 毫 开 
铜 试剂 , 振 摇 混 匀 在 90 分 钟 内 测定 荧光 。 激 发 光 385 BRK, RHI 472 BHK | 

计算 

根据 下 式 计 算出 血 请 中 游离 苯 丙 氮 酸 含量 。 

苯 丙 氨 酸 (毫克 分 子 / 升 ) 一 ose x 0.04 x x 10 

讨论 

(1) 反应 的 温度 `\ 时 间 对 荧光 物质 的 生成 有 显著 影响 。60s%c 保温 120 分 钟 所 得 相对 
荧光 值 较 低 , 苯 两 氨 酸 含量 略 高 时 ,测定 值 容易 参差 不 齐 , 低 于 60°C 相对 荧光 值 更 低 ， 实 
验 更 加 不 稳定 。 将 慢 度 提高 至 65—70°C FASS BS. RD 140 DA AIBA 
再 显著 增高 , 此 时 的 测定 值 约 为 60*c 保温 120 DNW AE. Kime ie 2 75°C, A 
荧光 最 高 值 提前 在 80 分 钟 左 右 出 现 , 维持 半 小 时 左右 后 逐渐 减退 。 80° 以 上 相对 荧光 
值 显 著 降 低 , 最 高 值 更 早出 现 。 

(2) 荧光 物质 的 稳定 性 :从 保温 完毕 加 入 铜 试剂 后 算 起 ， 相对 荧光 值 约 稳定 90 分 
钟 , 以 后 逐渐 下 降 。 

(3) 苯 丙 氨 酸 和 苘 三 酮 、 铜 盐 作 用 的 产物 如 果 没 有 二 肘 存 在 几乎 没有 菊 光 产生 。 能 
促使 产生 获 光 的 二 肽 甚 多 ,以 L-3-L-A LAN RIAA 100%, NH-L-AA 95%, H- 
dL-AAA 75%, L-A-L-AA 70%, L-A-HA 30%, H-L-fA 28%. 这 些 三 肽 单独 
ALA = ARE A BAR GE S236. TE pH5.8 时 ,; 除 苯 两 氨 酸 外 ,只 有 亮 氨 酸 和 精 氨 酸 产生 荧光 , 相 
当 于 等 当量 葵 丙 氨 酸 的 4 多 , 除 此 以 外 其 他 毛 基 酸 均 小 于 05 多， 可 以 认为 对 茶 丙 氮 酸 有 
较 好 的 专 一 性 5 
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(4) 反应 溶液 的 pH 低 于 5.8, 产生 的 获 光 较 低 ，pH AF 5.8 荧光 增加 ， 在 pH6.8 时 
达到 最 高 值 , 但 专 一 性 下 降 。 由 于 蛋白 质 沉淀 剂 三 氧 栈 酸 对 pH 有 较 大 影响 ,应 该 严格 限 
制 用 量 , 在 实际 操作 中 血清 用 量 应 限于 10 微 升 , 用 量 过 大 会 使 三 氯 醋酸 用 量 也 相应 增多 ， 
GRAF Ae SCA A, WM eI (I BIR KO 


(2) BEARHME 
原理 


栈 氨 酸 能 和 1- 亚 硝酸 -2- 茶 酚 反 应 成 为 有 色 化 合 物 ; 此 化 合 物 在 硝酸 和 亚 硝酸 钠 存 
在 条 件 下 加 热 ， 可 以 产生 稳定 的 荧光 物质 。 它 的 最 高 激发 波长 为 470nm, 最 高 发 射 波 长 
为 545nme 反应 后 的 多 余 试 剂 用 二 氧 乙 烷 除去 。 采 用 本 法 可 测定 10 微 升 血 请 中 游离 酷 氮 
人 BARE BE 0 一 10 毫 微克 分 子 范围 内 和 相对 荧光 符合 直线 关系 。: 


“试剂 (以 下 试剂 均 用 分 析 纯 和 区 璃 器 重 蒜 锣 水 配制) 


lL. DHEA GRA 

(A) 1-0 H-2-AM CEB IK: 称 取 1- 亚 硝 基 -2- 蔡 酚 ( 分 子 量 173.16) 200 毫克 ， 
YF 100 毫升 无 水 乙醇 。4scC Ro | 

(B) 3N 硝酸 : BERK IGM (65—68% ) 20 BF IZ 100 毫升 。 

(C) 0.1N 亚 硝酸 钠 : 称 取 亚 硝酸 钠 690 毫克 , 溶 于 100 毫升 水 。4sC 保存 。 

临 用 前 项 刻 将 A、B、C 三 种 溶液 按 2:3:3 容积 混合 。 

2.06NSABREKR MINE AHR 98 TAF LAKH OPM IO BIG 0.06N, 

3. 1.2ZA G¥e (CICH,CH,C1) 

4. ARE A BRE IK 

ImM JER: 精确 称 取 L-MAR 18.125, 先 加 入 数 滴 浓 盐酸 ， 微 热 待 完全 溶解 后 
加 水 数 十 毫升 ,用 氢 氧 化 钠 中 和 至 接近 中 性 ,加 水 至 100 毫升 。 在 冰箱 内 贮存 。 

0.04mM TERK: 精确 吸取 贮存 沪 2 毫升 ,加 水 至 50 毫升 。 


操作 步骤 


1. 血清 的 去 蛋白 处 理 ”精确 吸取 新 鲜血 清 ( 如 不 立即 分 析 宜 放置 20*c KARE) 
50 一 100 微 升 ;和 等 体积 0.6V 三 氧 栈 酸 混 匀 ， 静 置 10 分钟 后 离心 ,4000 转 /分 钟 约 10 分 
钟 , 吸 取 上 清 液 用 水 精确 稀释 5 倍 , 即 得 稀释 10 倍 的 血清 上 清 液 。 

2. 分 别 吸取 (SAH) 

(A) 测定 管 : 稀释 10 倍 的 血清 上 清 液 100 微 升 ; 

(B) 标准 管 0.04mM 酷 氨 酸 溶液 25 微 升 , 加 入 0.06 三 氧 栈 酸 溶液 100 微 升 ; 

(C) BAB: 0.06N 三 氯 醋酸 溶液 100 AF; 

分 别 置 于 15 毫升 磨砂 玻璃 塞 长 管内 ;用 水 补充 容积 至 200 微 升 。 

WIA BF 55°C 水 浴 数 分 钟 , 加 大 新 鲜 配 制 的 亚 硝 基 茶 酚 试剂 0.3 毫升 ,充分 摇 匀 ， 
55°C frit 20 4 Hho Rim PMA 2k 2.5 毫升 ,充分 摇 匀 后 再 加 和 人 二 和 氧 乙 烷 3 毫升 。 再 充分 
振 摇 以 便 将 多 余 的 试剂 抽 提 和 人 二 氧 乙 烷 中 ，4000 转 /分 钟离 心 约 10 分 钟 ,将 上 层 水 溶 流 
移 置 于 另 一 试管 内 ,在 180 分 钟 内 测定 荧光 。 激 发 光 468 毫 微米 ,发 射 光 555 毫 微米 。 : 
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计算 
根据 下 式 计算 出 血清 中 游离 酷 氨 酸 含量 。 


二 测定 管 值 一 空白 管 什 25. 
ARCS 5D F/F) epee ete oe 


讨论 

C1) 反应 温度 对 相对 荧光 的 关系 : 以 55scC 保温 20 分 钟 相对 荧光 达 最 高 值 以 100% 
if, 35°C 保温 20 分 钟 仅 20.3%, 且 不 稳定 ， 高 于 55°C 相对 荧光 值 逐 渐 下 降 ，70%c 保温 
20 分 钟 降低 至 75.1 多 。 55°C 不 同 保 齐 时 间 ， 以 20-40 分 钟 之 间 相 对 荧光 值 最 高 且 较 移 
定 , 少 于 20 分 钟 或 多 于 40 分 钟 均 明 显 下 降 。 

(2) 菊 光 物质 的 稳定 性 : 从 保温 完毕 算 起 ,相对 散光 值 在 180 分 钟 内 平均 减少 2% 
左右 。 

(3) 酷 氨 酸 菊 光 分 光 光 度 测 定 法 也 和 比 色 法 一 样 , 不 能 区 别 酷 氨 酸 和 酷 胺 ,但 因 组 织 
中 和 血清 中 酷 胺 含量 极 微 , 一 般 不 造成 困难 。 其 他 如 色 氮 酸 , FARR. Ble. SER 
酸 、5- 凑 吗 嗓 酷 酸 均 有 很 轻微 的 获 光 值 。 


(A) RABRH AME” 
原理 


在 丙酮 盗 剂 中 , AAS S| RAR Cisatin) 反应 形成 蓝 色 化 合 物 , 能 用 以 测定 蛋白 质 水 
解 波 中 的 且 氨 酸 含量 。 在 一 定 控 制 条 件 下 (包括 pH, 缓冲 流 浓 度 和 吗 嗓 柄 浓度 ); 可 以 在 
其 他 氨基 酸 存在 下 直接 进行 测定 ,不 受 羟 睛 氨 酸 的 干扰 。 

试剂 

1. 柠檬 酸 盐 缓冲 液 〈0.1M，pH3.9) Fre 2.1 克 , 加 20 毫升 IN AAEM, I 
蒸馏 水 至 100 毫升 。pH 计 检 测 ( 可 用 0.1V 盐酸 调 )。 
2. 0.075% BRR AMY 375 毫克 吗 嗓 醒 溶 解 于 50 毫升 丙酮 中 。 置 于 棕色 
瓶 , 贮 存 于 冰箱 ,退色 失效 。 

3. 水 饱和 的 酚 溶液 ”于 分 液 洞 斗 内 加 入 酚 及 水 ,剧烈 揪 动 后 , 放置 过 夜 分 层 , 取 王 
BRYA Ko 

4. 6N GR WINRAR 

5. ARBRE FA 0.25N 盐酸 配制 成 10 微克 /毫升 。 


操作 步骤 


1. 蛋白 质 样 品 ”，” 称 取 蛋 白质 样品 (例如 白明 胶 ) 5 Sh SHARE R>HSA 
可 适当 增加 称 量 ), 加 2 Ft ON 盐酸 , 封 管 后 140%C 水 解 4 小 时 。 局 封 , 加 蒸馏 水 稀 杰 至 盐 
酸 浓度 达 0.25N, 取 一 定量 蛋白 质 酸 水 解 液 (0.1 一 0.5 BHAA. SIAM 0.5 一 5 微克 /7 
于 5 毫升 小 烧杯 内 ,75sc 干燥 数 小 时 (注意 必须 达到 完全 干燥 )o 残 留 物 加 0.2 毫升 pH3.9 
柠檬 酸 缓冲 入 ,使 残留 物 完全 溶解 后 ,加 0.25 毫升 0.075 多 叫 嗓 醒 丙 酮 溶液 : 混 匀 ,于 100%C 
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烘箱 内 使 溶液 蒸发 ( 约 半 小 时 左右 )。 以 下 各 步 在 避 光 条 件 下 操作 。 先 加 0.5 毫升 水 饱和 的 
酚 溶液 , 剧 摇 后 ,加 1 毫升 蒸馏 水 和 2 毫升 丙酮 , HOTA RK. 立即 于 598nm 比 色 测 
定 。 
2. 标准 曲线 的 制作 ，” 且 所 酸 标准 溶液 (10 微克 /毫升 ) 0.1，0.2，0.3，0.4 及 0.5 毫 
Ft (784 SHR 1 一 5 微克 ), 按 上 述 样品 测定 同样 步骤 操作 。 试 剂 空白 不 加 且 氨 酸 。 


讨论 

C1) 要 获得 最 佳 的 灵敏 度 和 专 一 性 ,必须 严格 控制 本 实验 所 规定 的 条 件 , 即 控制 缓冲 
液 0.1M ，pH3.9， 吗 嗓 醒 浓度 0.075%。pH 偏 低 , 使 月 氨 酸 测定 值 下 降 ; pH 偏 高 ,会 出 现 
其 他 物质 的 干扰 。 盐 浓度 增加 ,使 且 氨 酸 测定 值 下 降 。 


《2) 且 氨 酸 与 呀 嗓 醒 形成 的 蓝 色 化 合 物 见 光 不 稳定 ,在 一 般 实 验 室 光 照 条 件 下 ,1 小 
时 后 , 光 密 度 值 下 降 26 多 ,必须 避 光 操作 。 


(+) BRAB HM 
原理 


产 且 氨 酸 在 有 过 量 丙 氨 酸 (其 作用 是 减少 其 他 氨基 酸 的 和 干扰) 的 条 件 下 ， 用 和 氧 胺 工 氧 
化 生成 A= 吡 咯 啉 -4- 羟 -2- 羧 酸 和 吡咯 -2- 羧 酸 , 它们 不 溶 于 甲苯 中 , 但 将 溶液 加 热处理 
后 可 溶 于 甲苯 中 。 所 以 在 加 热 前 先 用 甲苯 除去 其 他 物质 , 加 热 后 再 用 甲苯 把 这 些 氧化 产 
物 抽 提 ,最 后 用 对 -二 甲 基 氮 基 葵 甲醛 试剂 显 色 。 

| sig iin ry 
NNANcooH “SET \wZ coon + k eset 
a ? 吡咯 -2- 羧 酸 
#2 A a A‘ ib 1S Kk -4-$5- 2-35 

试剂 

1. 0.2M 氧 胺 工 试剂 称 取 氯 胺 T1.41 克 , 溶 于 不 含 过 氧化 物 的 甲 基 溶 纤 剂 (methy 
cellosolve) 25 毫升 中 。 新 鲜 配 制 。 如 有 大 量 泡沫 表示 溶剂 不 纯 。 

2. 3.6M it Kt BR AYE IK 称 取 硫 代 硫 酸 钠 ( 含 五 份 结晶 水 ) 89.3 克 , 用 水 100 BF 
溶解 。 加 甲苯 一 层 保 存 。 

3. 对 -二 甲 基 氛 基 茶 甲醛 试剂 量 取 浓 硫酸 27.4 毫升 , 慢 慢 加 入 无 水 乙醇 200 & 
升 中 ,冷却 ,为 溶液 A。 另 称 取 对 -二 甲 基 氮 基 葵 甲醛 120 克 , 溶 于 无 水 乙醇 中 ,用 37%c 水 
浴 加 热 使 溶解 ,冷却 ,为 溶液 B。 在 冰 浴 中 ,将 溶液 A 慢 慢 加 入 溶液 B 中 ,并 混 匀 。 

4. 12N AA 称 取 氧 氧化 钾 67.2 克 , 用 蒸馏 水 溶解 并 稀释 至 100 毫升 。10V 
AACA: 称 取 氧 氧 化 钾 56.1 克 ， 用 蒸馏 水 溶解 并 稀释 至 100 BF, INARA: 用 
蒸馏 水 将 10N 氢 氧 化 钾 稀释 。0.1LN SAC: 用 蒸馏 水 将 1V 氢 氧 化 钾 和 稀释。0.05N & 
ACER: 用 蒸馏 水 将 0.1V 氢 氧 化 钾 稀 释 。 

5. ON 盐酸 浓 盐 酸 50 毫升 加 蒸馏 水 稀释 至 100 SF, IN 盐酸 : ”用 蒸馏 水 将 
ON 盐酸 黎 释 。0.05N 盐酸 : 用 蒸馏 水 将 LN 盐酸 稀释 。 

6. 10% RARER 称 取 两 氮 酸 10 克 , 溶 于 蒸馏 水 90 毫升 中 ,调节 至 pH8.7, 再 
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稀释 至 100 毫升 。 

7. pH8.7 Fim ARK PRAT 61.8 克 及 氧化 钾 225 克 , 溶 于 蒸馏 水 800 毫 升 
中 ,用 10X 氢 氧 化 钾 及 IN 氢 氧 化 钾 调 节 pH 至 8.7, 用 蒸馏 水 稀释 至 1 升 。 

8. 1% 酚 本 乙醇 溶液 

9. ARAB RE PREAH SAME 18 毫克 ,加 浓 盐 酸 .0.2 SAM. BA 
50 毫升 容量 瓶 中 ,加 蒸馏 水 至 刻度 。 浓 度 为 0.36 毫克 /毫升 。 新 鲜 配 制 。 用 时 再 用 蒸馏 
水 稀释 10 倍 , 浓 度 为 0.036 毫克 /毫升 。 


操作 步骤 


LA FRA BAB a BH) Bl: 

1. 酸 水 解 AT RPO RBASRUAACER, 大 分 了 的 结合 形式 存在， 
因此 测定 羟 睛 氨 酸 总 量 时 应 先行 水 解 。 分 别 吸取 : 

(A) Wee: 样品 滚 ( 屎 小 ) 1.0 BF; 

(B) 标准 管 : 0.036 By /BA Ria 1.0 BF; 

(C) SAB: 蒸馏 水 1.0 BH; as 

置 于 刻 有 15 毫升 刻度 的 有 塞 试管 中 。 然 后 各 加 入 浓 盐 酸 10 毫升 ,加 塞 后 混 匀 , 置 
100sC 烘箱 中 过 夜 (16 一 18 小 时 )。 取 出 冷却 后 各 加 1 多 酚 本 乙醇 液 1 滴 ; 并 各 加 Na 
氧化 钾 0.95 BF, IN 氧 氧 化 钾 0.5 毫升 ， 并 用 0.1V 氢 氧 化 钾 滴 至 粉红 色 。 各 管 加 蒸馏 
水 至 15 毫 升 刻度 。( 测 定 管 如 有 帝 淀 物 ,离心 除去 s) 

2. 氧化 和 抽 提 “上 述 三 管 各 吸取 3.0 毫升 ， 分 别 加 入 相应 的 另外 三 只 具 塞 试管 中 。 
分 别 各 加 蒸馏 水 1.0 Ft, 1% 酚 本 乙醇 液 1 滴 , 用 0.05N 氢 氧 化 钾 或 0.05N 盐酸 调节 至 
粉红 色 。 各 管 加 固体 氧化 钾 3 克 使 溶液 饱和 ,再 加 10 多 两 氨 酸 0.5 毫升 及 pH8.7 MBAR 
冲 液 1.0 毫升 , 混 久 ,室温 放置 20 一 30 分 钟 , 振 摇 数 次 。 各 加 0.2M 氧 胺 工 试剂 1.0 毫升 ， 
混 匀 ,室温 放置 准确 25 分 钟 ( 振 摇 数 次 )。 各 加 入 3.6M 硫 代 硫 酸 钠 溶 液 3.0 毫升 (中 止 氧 
化 ) 及 甲 茶 5.0 毫升 , 塞 紧 , 用 力 振 摇 5 分 钟 , 离 心 , 吸 出 上 层 甲 茉 , 弃 去 。 再 塞 紧 , 置 100%C 
沸水 浴 中 30 分 钟 , 用 水 冷却 。 各 加 甲苯 5.0 毫升 , 塞 紧 ,用力 振 摇 5 分 钟离 心 

3. HE RE RS= SHEE PAIK 25 毫升 ,各 加 对 -二 甲 基 氮 基 茶 甲醛 试 
剂 1.0 毫升 ,充分 混和 ,放置 30 分 钟 。 以 甲苯 校正 光 密 度 到 零 , 在 560nm 读 取 各 乱 光 密度 


值 。 
计算 
按 下 式 进行 计算 : 
SSL 55/57) — Tee X 0-936 
讨论 


《1) 本 法 对 羟 睛 氨 酸 有 特异 性 ,其 他 氨基 酸 即 使 同时 存在 10,000 倍 也 无 和 干扰。 
(2) 如 测定 游离 羟 月 氮 酸 可 省 去 第 一 步 酸 水 解 操作 。 MUA AHARKE RK. 所 用 
标准 产 且 受 酸 可 再 稀释 10 倍 。 
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CU) HKABH MX 
原理 


用 亚 硫 酸 起 使 胱 氨 酸 还 原 为 半 胱 氨 酸 和 S- 半 胱 氨 酸 磺 酸 ,其 他 含 二 硫 键 的 物质 也 被 
ARs BURL OMA ARRAS ADR, Mi. ARDEA 
RE AEM SANNA SRMAS. ARN pH 为 5， 其 他 还 原 物 如 尿酸 、 
抗坏血酸 也 使 磷 钨 酸 还 原 ,通过 空白 对 照 加 以 去 除 。 

试剂 

1 亚 入 酸 钠 试剂 称 取 亚 硫酸 钠 12.6 克 及 氢 氧 化 钠 0.2 克 , 溶 于 蒸馏 水 至 100 毫 
升 。 冰 箱 保存 。 

2. 醋酸 盐 缓 冲 液 “2M 醋酸 钠 溶液 100 毫升 和 2M 醋酸 缓冲 液 20 毫升 混合 。 

3.0.1M AGRI PREVA 2.7 克海 于 蒸馏 水 100 毫升 中 。 

4 ERA 称 取 不 含 钼 的 钨 酸 钠 40 克 , 溶 于 蒸馏 水 约 300 毫升 中 ,加 85 多 磷 
酸 32 毫升 ,回流 煮沸 2 小 时 , 冷 至 室温 ,加 蒸馏 水 至 1 升 。 加 入 硫酸 锂 ( 含 1 份 结晶 水 )32 
克 。 冰 箱 保存 。 | 

5. ARBRE (0.4 毫克 /毫升 ) 。 称 取 胱 氨 酸 40 SIL, HT 0.1N 盐 酸 100 B 
升 中 。 冰 箱 保存 。 


操作 步骤 ~ 


1: 在 四 支 试 管 中 分 别 吸取 

(A) 测定 管 : 样品 液 1.0 毫升 ( 胱 氨 酸 含量 在 0.2 毫克 /毫升 左右 7) ， 

(B) 样品 空白 管 : 样品 彼 1.0 毫升 ; 

(C) PRES: 胱 氨 酸 标准 液 《0.4 毫克 /毫升 )0.35 毫升 ,蒸馏 水 0.5 毫升 ; 

(D) 试剂 空白 管 : 蒸馏 水 1.0 Sto 

2. 胱 氛 酸 的 还 原 反 应 LARS So AMABPRAA MRK 1.0 毫升 , 亚硫酸钠 试剂 

0.3 毫 升 。 测 定 管 和 标准 管 各 蒸馏 水 1.7 毫升 ; 样品 空 自 管 和 试剂 空白 管 各 蒸馏 水 1.5 毫 
升 ，0.1XM ACRE IK 0.2 毫升 混合 后 放置 2 分 钟 s 

3. REMARK MELE 上述 各 管 分 别 加 磷 钨 酸 试 剂 1.0 毫升 ,混和 后 15 分 钟 
内 ,用 600nm 比 色 。 以 试剂 空白 管 校 正光 密度 到 0 点 ， 读 取 标 准 管 光 密 度 读数 ; 以 样品 空 
外 管 校正 光 密 度 到 0 点 , 读 取 测 定 管 光 密 度 读 数 。 


计算 
按 下 式 计算 : 


， 毫升 ) — 测定 管 光 密度 x 0.2 
胰 氮 酸 (毫克 /毫升 ) eae X 


* 本 操作 步骤 可 用 于 测定 尿 液 中 胱 氨 酸 含量 。 如 果 尿 液 沉 淀 用 显微镜 检查 有 胱 氨 酸 结晶 时 ， BRK 10 毫升 离 
心 , 倒 出 上 清流 。 沉 淀 物 加 IN 盐酸 1.0 毫升 后 放 60°C 恒温 水 浴 锅 中 保温 15 Sh EMAAR. BADE 
取 此 七 清流 与 尿 液 初次 离心 的 上 清流 合并 进行 分 析 。 如 沉淀 检查 无 胱 氨 琶 结晶 ,此 步 可 省 去 。 
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(h) 谷 氨 酸 的 测定 2 
原理 


L- 谷 氨 酸 在 大 肠 杆 菌 的 谷 氨 酸 脱羧 酶 作用 下 脱羧 放出 二 氧化 碳 ， 由 测 压 法 (附录 ) 测 
得 二 氧化 碳 放出 量 , 计 算出 合 氮 酸 含量 。 ) 


HOOC—CH,—CH,—CH—COOH AREAS 1 OC—CH,—CH,—CH + CO, 
‘ies NH, 

试剂 

1. 大肠 杆菌 丙酮 粉 的 制备 KART 37°C 液体 培养 18 小 时 (培养 基 成 份 : 豆 
饼 水 解 液 3%, BARK 1 , BMA 1%, FAR 1%, EKR 0.5%, KHPO, 0.25%, 
pH7.0), Byit (3500 转 /分 ) 20 分 钟 , IK BAP FAA ZR ak BE RK ER 1—2 
次 ,离心 后 ,将 菌 体 用 冷 丙 酮 (0 以 下 ) 搅 匀 , 抽 泪 , 滤 瓶 再 用 冷 丙酮 洗涤 ,反复 几 次 ,得 粉 
白色 的 大 肠 杆 菌 丙酮 粉 , 具有 专 一 性 强 的 谷 氨 酸 脱羧 酶 的 活性 。 丙酮 粉 置 干 燥 咒 内 冰箱 
贮藏 ,可 保持 数 月 酶 活性 不 变 。 

2. 0.5M pH4.8 醋酸 盐 缓 冲 液 PRAY 68.04 克 醋 酸 钠 , 在 蒸馏 水 中 溶解 后 后 加 酯 酸 
调 至 pH4.8， 最 后 定 容 至 1000 ZF. 

3.2% 大 肠 杆菌 丙酮 粉 基 液 ( 含 谷 氛 酸 脱 状 酶 ) ， 称 取 2 克 丙酮 粉 溶 于 100 毫升 
0.5M ，pH4.8 RRB thik, 


操作 步骤 


C1) 取 适 当 稀 释 的 样品 液 1 毫 升 ( 谷 氮 酸 含量 不 超过 0.5 一 1.0 毫 克 ) 于 反应 瓶 主 室 (F) 
中 ,其 中 再 加 0.2 毫升 pH4.8 醋酸 盐 缓 冲 液 ,1 毫 升 蒸馏 水 ; 在 反应 瓶 侧 室 (G) 内 加 和 人 0.3 
毫升 大 肠 杆 菌 丙酮 粉 悬 流 。( 见 图 3.5) 

(2) 装 瓶 密封 ,固定 在 振荡 板 上 放 人 37°C 恒温 水 浴 。 旋 调 检 压 液 达 260 毫米 左右 ， 
振荡 ,与 外 界 平衡 5 分 钟 , 关 闭 上 端 三 向 阀门 与 外 界 隔 闭 , 旋 检 压 液 至 150 毫米 处 ,再 振 摇 
5 分 钟 , 调 准 检 压 波 闭 口 端 至 150 毫米 处 , 记 下 开口 端 检 压 液 高 度 , 此 为 初 读 。 

《3) 记 下 初 读 后 , 迅 速 将 侧室 中 酶 液 倒 人 反应 液 中 , 振 摇 10 一 15 分 钟 ( 使 二 氧化 碳 完 
全 放出 )。 旋 调 检 压 液 闭 口 端 至 150 毫米 记 下 开口 端 检 压 液 高 度 , 此 读数 减 去 初 读 青 加 上 
RRA ZS A ABA HE AH 

根据 下 式 计 算 I- 谷 氮 酸 含量 : 


谷 氮 酸 (毫克 ) = K X AH X 


式 中 , A 妃 表示 在 检 压 管 上 读 出 的 压 差 毫升 数 ， 

147.130 为 谷 氮 酸 的 分 子 量 ， 

22,400,000 表示 1 克 分 子 L- 谷 氮 酸 脱羧 标准 状态 下 放出 二 氧化 碳 的 微 升 数 ， 
玉 表 示 反 应 瓶 常数 (测定 法 见 附录 )e 


147.130 
22,400,000 


讨论 
本 法 专 一 性 强 , 不 受 其 他 氨基 酸 及 D- 谷 氮 酸 的 干扰 , 适用 于 谷 氨 酸 生产 中 发 酵 液 的 


es。 84 。 


a, eee 


测定 ,测定 量 以 不 超过 1.0 毫克 /毫升 为 宜 。 
附录 测 压 法 简介 


Tay 原理 


在 固定 体积 并 保持 一 定 温 度 的 密闭 系统 中 , 气体 的 产生 或 消失 可 以 从 窗 
闭 在 这 系统 中 气体 的 压力 的 改变 上 测量 出 来 ， 气体 产生 或 消失 的 总 量 ， 可 以 
利用 气体 定律 计算 求 得 。 

测 压 法 中 目前 最 常用 的 为 华氏 微量 呼吸 计 。 ” 它 常 用 于 研究 有 机 体 的 呼 
吸 作用 和 发 酵 作用 ,而 且 也 研究 其 他 有 关 O. 与 CO, 气体 交换 反应 。 


二 、 仪 器 的 构造 


呼吸 计 的 主要 部 分 为 玻璃 制 的 反应 瓶 及 其 相连 的 压力 计 〈 图 3.3)。 反 | 
应 瓶 为 一 带 侧 管 (GC) 并 在 底部 装 有 小 玻璃 杯 〈《 也 有 不 装 有 小 杯 的 ) 的 玻璃 
瓶 (F)。 反 应 瓶 与 压力 计 〈《M) 相连 。 压 力 计 内 装 检 压 滚 *， 压力 计 固定 在 金 
BRL, 金属 板 插 在 振荡 装置 上 , 使 反应 瓶 完全 浸 在 恒温 水 槽 中 。 在 压力 计 
底 端 套 上 一 段 橡皮 管 , 橡皮 管 也 充满 检 压 波 , 并 用 玻 棒 塞 住 。 压力 计 中 液体 


的 高 度 借 螺旋 〈《C) 来 调节 ,压力 计 的 活塞 (IT) 及 反应 瓶 与 压力 计 的 连接 处 ， 
都 府 上 二 薄 层 羊毛 脂 ,， 反 应 瓶 用 弹簧 系 于 压力 计 上 。 这 样 当 活塞 关闭 时 整个 
系统 就 严密 地 封闭 起 来 。 


三 、 反 应 瓶 常数 的 测定 


测 压 计 测 定 方法 见 正文 中 操作 步 又 所 述 。 用 测 压 计 测 气体 体积 变化 时 ， 
读 到 的 只 是 液 柱 变化 (入 妃 ), 如 果 知 道 液 柱 高 度 相当 于 被 测 气体 的 体积 数 ( 微 
升 )， 郑 委 就 能 求 出 反应 前 后 气体 体积 变化 。 实际 上 通过 测定 反应 瓶 体积 计 
算 便 可 求 出 换算 常数 天 ( 微 升 /毫米 ), 即 为 反应 瓶 常数 。 

反应 瓶 常数 公式 的 推导 : 

ik «= 反应 前 后 某 气 体 体积 变化 ，4 = 反应 前 后 液 柱 高 度 的 变化 ，K = 反应 瓶 常数 。 那 么 ,此 常数 有 下 列 
XR: x =hAXK 

常数 天 的 推导 一 一 设 反应 是 放 气 反应 ; *, 和 SHARMA, c= x, - 2, = 4 XK 

(1) xi 一 一 反应 前 瓶 内 气体 体积 ,应 包括 两 部 分 Yo (气相 的 气体 ) 和 T( 溢 解 在 该 体内 的 气体 ), BD = Vo + V 

, V。 为 标准 状态 下 气相 气体 体积 ,可 将 实验 时 压力 P - P 和 了 换算 到 标准 状态 ,根据 气体 方程 式 ,可 以 得 到 : 
(P — pV, _ PoVo ee AT ae) 
T 273 , ease cy 


G 


图 3.5 测 压 管 简 图 


Ah, Fe 表示 反应 瓶 气相 体积 (包括 到 测 压 管 闭 管 的 150 ROKK): 已 表示 作用 前 气体 混合 物 中 某 一 气体 的 分 
压 ,计算 对 象 为 Co,， 即 为 CO, HAE: 为 气体 混合 液 中 水 蒸汽 压力 , 计算 时 需 应 用 P 一 p， Po 表示 标准 大 气 
压 , 即 760 毫米 水 银 柱 ; 7 为 水 浴 温 度 , 用 绝对 温度 (273 + tC) BAR 

为 溶解 在 液体 内 的 气体 体积 ,应 为 rc(P/ 表示 反应 瓶 液 相 的 入 积 ,& 表 示 气 体 在 760 KR ET AY 
反应 液 溶解 度 )。 


实际 上 六 解 在 液 相 内 气体 体积 服从 亨利 定律 ,根据 这 个 定律 当 压力 为 一 靖 时 ,也 一 Va wpa, 


xl 一 Yo 十 V=0D, < 十 Via? 
0 D 


(2) 症 一 一 反应 后 , 瓶 内 气体 体积 。 
反应 后 气体 体积 变化 从 测 压 管 压 差 计算 ， 如 压力 变化 为 hmm RAKARM HARAMM, A CP — p+), 


* 检 压 液 的 配制 一 一 称 取 脱 氧 胆 酸 钠 5 克 , 氧 化 钠 23 克 ，, 分 别 咨 解 后 合并 ,加 水 至 500 毫升 。 加 少量 伊 文思 蓝 
《准确 量 是 每 公斤 加 伊 文思 蓝 200 毫克 )。 再 加 几 滴 窗 否 草 酚 乙醇 咨 液 防 腐 。 此 液 比重 为 1.033， 液 柱 高 10° 
豪 米 时 的 压力 等 于 1 大 气压 。 
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一 273(P — p+ h) (P — p+ hy 
Y/, 2 =F pe EE SS Vy IE el Ha, 
BBA x é TX Pe + Vya Pe 


G) Rx 


本 273(P — p+ h) Cnet] -[ 273(P — p) (P—p 
ee eee am a V6 eee eee 


B73 rl 
oS OE st ee 


Po 
E-ERBAEP, TV. e 和 Po 均 为 已 知 数 ， 只 有 Z* 为 未 知 数 。 但 是 如 果 测 出 反应 瓶 总 体积 减 去 FA/ 伙 反 
应 液体 体积 ) 就 可 得 到 Fe 值 。 这 样 对 于 每 一 个 反应 瓶 来 说 ,上 述 都 成 为 一 定 值 , 若 令 常 数 


V, 273 + Via 
fe 


prAes Via 
刚 二 ;下放 由 由 Rs 
Po 


Po 


所 以 只 要 求 出 每 一 反应 瓶 的 天 值 ,就 可 根据 反应 时 测 压 管 柱 变化 Ch) 求 出 气体 的 变化 数 ( 微 升 )。 

反应 瓶 总 体积 的 测定 

一 般 用 洗 净 无 杂质 的 水 银 分 二 段 测 定 : 

C1) 在 连接 反应 瓶 的 磨 口上 方 约 1 厘米 处 作 一 记号 A, BRM PKR HRSA DOE EO. 
水 银 面 正好 到 A 处 (可 以 G 塞 调节 ); 然 后 取 下 倒 出 水 银 秤 重 , 并 测量 水 银 温度 。 

(2) 将 检 压 管 安放 在 “万 能 支架 ”上 (也 可 用 手工 操作 ), 使 侧 辟 向 下 , 磨 口 朝 上 与 水 平成 30 PE, 从 活塞 工 端 
处 用 一 橡皮 管 接 上 ， 皮 管 一 端 连 接 一 漏斗 ,将 水 银 从 漏斗 注入 , 旋转 活塞 T, 使 水 银 灌 人 检 压 管 直至 B 点 (150 厘米 刘 
度 处 ) 和 和 A 处 止 。 关 闭 活塞 工 。 将 检 压 管 中 水 银 全 部 倒 和 人 预先 称 重 的 小 烧杯 内 , 称 重 并 测量 温度 。 

水 银 铺 洗 法 一 一 配制 5% 硝酸 溶液 10 毫升 ,分 三 次 洗 。 在 滤纸 上 发 一 小 孔 , 放 在 三 角 漏 斗 中 ,将 水 银 缓 绥 倒 A 
漏斗 ,水 银 即 成 水 珠 状 掉 人 硝酸 中 ,如 此 重复 三 次 ,再 用 蒸馏 水 同样 清洗 三 at 最 后 用 滤纸 将 水 份 吸 干 ， 此 水 银 即 可 用 
于 标定 。 


举例 


认 压 管内 水 银 重 6.7 克 , 反 应 瓶 内 水 银 重 218.34 克 ? 测 定时 水 银 温度 235"2， 这 时 水 银 密 度 d = 13.534, 


总 体积 一 检 压 管内 水 银 重 十 反应 瓶 内 水 银 重 _ _ 6.7+218.34 
标定 时 温度 下 的 水 银 密度 13.534 


代入 天 常数 公式 
Ve B+ Via 
K = 
Po 


Vp, 一 总 体积 一 1 Ve 一 瓶 内 反应 液体 积 2.5 毫升 ; 
a =CO, 气体 在 hi Be SRE ZI OP BEES BE BRA 0.567 


= aoe aa Tee 


HER SE 033 : 


(总 体积 一 一 2.5) 23 x 1000 + 2.5 x0. 567 X 1004 


310 = 
Y K= = 1.38585 
ie 10,000 


(+) 谷 氨 酰胺 的 测定 
原理 


谷 所 酰胺 用 硫酸 加 热 水 解 生成 谷 氨 酸 和 氨 。 所 和 硫酸 结合 成 为 硫酸 铵 ,与 氢 氧 化 钠 
反应 而 生成 氢 氧 化 按 ,再 与 纳 氏 〈《Nessler) 试剂 作用 显 标 黄色 而 比 色 测 定 。 反 应 式 如 下 : 


5 86 。 


re | Te ae 


| | + NH, 
CHNH, CHNH 
| 
COOH COOH 
谷 氮 酰胺 谷 氮 酸 


2NH, + H,SO, —> (NH,),SO, 
(NH,),SO, + 2NaOH 一 > 2NH,OH + Na,SO, 


SAUCERS ARR ASB PA BSE (Hel, - 2KI) (EFA 2 eR FR CNH? * 
Hg.l;): 
2NH,OH 一 > 2NH; + 2H,0 
2(Hgl, + 2KI) + 2NH, 一 > 2(NH;- Hgl;) + 4KI 
2(NH; - Hgl,) 一 > NH, - Hg,I;, + NHgl 


试剂 


1.10% HRAR (V/V) 

2.10% A Att AV IK 

3.2% HRM BER “将 格 替 树胶 (也 称 印 度 胶 ) 2 AD RF RB Kk 100 
毫升 中 过 夜 ,然后 将 纱布 内 的 胶 汁 挤 人 水 内 即 得 。 

4. 纳 氏 试 剂 贮存 液 一 一 于 500 毫升 三 角 烧 瓶 内 加 入 碘化钾 150 ye fie 110 SEK 
150 克 及 蒸馏 水 100 毫升 。 用 力 振荡 7 一 15 分 钟 ， 至 碘 色 将 转变 时 ， 此 混合 液 即 发 生 高 
Bro 随即 将 此 烧瓶 继续 振 功 ,直至 标 红色 的 碘 变 成 带 绿色 的 碘化钾 未 为 止 。 将 上 清 液 倾 
人 2 升 容量 瓶 内 ,并 用 蒸馏 水 洗涤 烧瓶 内 沉淀 物 数 次 , RETR RFA. 加 蒸馏 水 至 2 
Fro WM FAR—— IC ER 150 毫升 中 加 入 10% BMC IIR 700 毫升 及 蒸馏 水 150 毫 
升 ,混和 即 得 (此 试剂 的 酸碱度 很 重要 ,如 与 LV 盐酸 20 ETT TEN. 则 以 需 此 试剂 11 一 
11.5 毫升 恰 可 使 酚 栈 指示 剂 变 成 红色 时 最 为 适宜 。 和 否则 必须 校正 )。 

5. 谷 氛 酰胺 标准 液 〈0.25 毫克 /毫升 ) ”精确 称 取 谷 氨 酰 胺 25 毫克 ,加 蒸馏 水 至 
100 毫升 。 当 日 配制 。 


操作 步骤 


1. 水 解 反应 : FERRE AH mA 

C1) 测定 管 : 样品 芒 0.50 毫升 ; 

(2) 标准 管 : 谷 氨 酰 胺 标准 该 (0.25 毫克 /毫升 ) 0.50 EFT; 

(3) 空白 管 : 蒸馏 水 0.50 毫升 。 

各 管内 加 入 10% 硫酸 溶液 0.10 毫升 ,混和 , 置 沸水 浴 内 10 分 钟 ,冷水 内 冷却 。 

22ERM ERS BAM 10% BAC 01S 毫升 ， 蒸 馏 水 2.50 SH, RY; 
M2 %o HS PY BCH 0.25 毫升 , 混 匀 ; 最 后 加 纳 氏 试剂 1.00 FRY. FA 490nm 进行 比 色 ， 
以 空 白 管 校 正光 密度 至 零点 , 读 取 测 定 管 和 标准 管 光 密度 读数 。 


计算 
按 下 列 公式 计算 : 
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公 ee 测定 管 光 密度 2 
GIR BE 58 EF) ree ye pe O29 X 05 X OE 


讨论 
尿素 在 酸 加 热 水 解 时 也 产生 氨 , 对 测定 有 影响 。 
(十 一 ) 王 基 的 测定 22 
原理 
利用 Ellman 试剂 测定 蛋白 质 中 的 游离 琉 基 。 反 应 如 下 : 


COOH 


oe. COOH 
S \O/ NO, re 人 一 
oy / pan ees S (Oj 
Jase ae CO reg ~~ \coou 
2) engi 2-H HE -5 - Fi HE 
OOH AA 


5,5- 二 硫 - 双 二 硝 基 葵 甲酸 CDT NB) 
由 2=- 硝 基 -5 _ 蔽 基 - 葵 甲 酸 的 生成 量 可 以 定量 测定 蛋白 质 中 Size 的 含量 。 已 知 2- 硝 基 - 
5 —Biide—AN ARB ZE 412nm 的 克 分 子 消光 系数 是 13,600。 
试剂 
1. 0.05M Tris-HCl 缓冲 液 ;pPH8.4 50 毫升 0.4M Tris 与 16.5 毫升 0.4M HCl 混合 
后 ,加 蒸馏 水 至 200 毫升 。 


2.0.01M DTNB RK PRR 5.5- 二 硫 - 双 二 硝 基 茶 甲 酸 39.6 毫克 ;溶解 于 0.05M 
磷酸 盐 缓冲 波 (PH7.0)。 


3. 蛋白 质 样品 溶液 ，， 蛋白 质 浓度 配 至 往 基 含量 在 0.05 一 2.5wmol EN. 

操作 步骤 

(1) 于 试管 内 加 入 蛋白 质 样品 溶液 0.5 毫升 ， 再 加 pH8.4 Tris-HCl 缓冲 液 2.5 毫 
升 , 0.01M DTNB 溶液 0.025 毫升 ,混和 。 


(2) 空白 管 以 0.5 毫升 蒸馏 水 取代 蛋白 质 样品 溶液 ,其 他 试剂 加 量 相 同 。 
(3) 以 空白 管 作对 照 , 于 412nm 读 取 光 密 度 值 。 


计算 


ODiu 
| — ee 
SRA (umole) = a avn 


如 知 蛋 白质 溶液 的 umole 数 ， wh TRIAS DF oh AS AEC BALE) A 
讨论 


《12 有 时 筑 基 埋 在 蛋白 质 内 部 不 易 正 确 测 定 ， 这 时 可 在 反应 系统 中 加 有 4M PR, 
白质 分 子 松 散 , 统 基 暴 露 。 


《2) 本 法 也 可 用 于 蛋白 质 二 硫 键 的 测定 ， 这 时 可 用 入 基 乙酸 或 殴 基 乙醇 将 蛋白 质 中 
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Ea 8) 


~~ er ee 


AY — tit BE A ei SAE». 然后 用 Sephadex G-25 DRBRA)OT HORE CR OM), BAK 
部 分 用 DTNB 进行 测定 琉 基 含量 。 


第 三 节 ”蛋白质 的 定量 测定 
—, WK EAE 
(一 ) 总 氨 量 的 测定 法 ea 
原理 


每 一 种 蛋 自 质 都 有 其 恒定 的 含 氮 量 。 通 过 总 氮 量 的 测定 求 得 蛋白 质 含量 。 

克 氏 〈Kiedahl) 定 氮 法 是 食品 工业 、 人 饲料 分 析 、 种 子 品 质 鉴 定 及 生化 研究 测定 含 氮 量 
经 常 使 用 较为 精确 的 方法 。 

定 氮 法 的 基本 原理 是 将 蛋白 质 用 浓 硫 酸 分 解 ,并 使 其 中 的 氮 变 成 铵 盐 状 态 , 再 与 浓 碱 
作用 ,放出 的 所 被 酸 吸收 ,滴定 剩余 的 酸 , 算 出 含 氮 量 。 又 从 实验 知道 ,各 种 蛋白 质 含 氮 量 
大 多 数 在 16% FA (14-18%) BEABR 6.25, 即 得 蛋白 质 的 量 。 微 量 克 氏 定 氮 法 
最 低 可 测 出 0.05 毫克 氮 , 相 当 于 0.3 毫克 左右 蛋白 质 。 

虽然 定 氮 法 有 不 少 改 良 ,基本 原理 和 步骤 还 是 一 致 的 。 

1. 消化 ” 有 机 含 氮 物 与 浓 硫 酸 混合 加 热 消化 ,使 前 者 全 部 分 解 ,其 中 含有 的 碳 氧 化 
成 二 氧化 碳 和 逸 散 , 所 含 的 氮 生 成 为 氨 , 并 与 硫酸 化 合 形成 硫酸 铵 残留 于 消化 流 中 。 

ALCAN, C,H. 0, P\S 等 元 要 十 HSO, —> CO,t + (NH,)SO, + H;PO, 

+ SO,f + SO; 

上 述 有 机 含 氮 物 的 分 解 反 应 进行 很 慢 , 消 化 要 费 很 长 时 间 , 常 加 催化 剂 加 速 反应 。 硫 
酸 铜 是 常用 的 催化 剂 ,硫酸 钾 能 提高 硫酸 的 沸腾 温度 ,两 者 常 混合 使 用 ,起 着 加 速 氧化 , 促 
进 有 机 物 分 解 的 作用 。 

2. 蒸 馅 销 化 所 得 的 硫酸 匀 与 浓 氨 氧化 钠 作 用 ,分 解 出 氨 氧 化 铵 ,然后 用 水 蒸汽 将 
氨 蒸 出 ,用 酸 液 吸 收 。 

(NH,).SO, 十 2NaOH 一 > 2NH,OH + Na,SO, 
NH,OH —> NHi 十 HO 

3. 滴定 ” “ 若 用 过 量 的 标准 盐酸 吸收 氨 ， 则 剩余 未 被 中 和 的 盐酸 量 可 用 标准 氨 氧 化 
钠 滴定 ,由 所 用 盐酸 克 当 量 数 减 去 滴定 所 耗 之 氨 氧 化 钠 克 当量 数 , 即 被 吸收 的 氮 量 。 此 称 
回 滴 法 。 

NH, + HCl 一 > NH,Cl 

Bee aR ARTA EI. BR HH BARRE. as 

恢复 至 原来 的 氢 离 子 浓 度 为 止 ,用 去 强酸 克 当 量 数 即 相 当 于 未 知 物 中 氮 的 克 当 量 数 。 
NH; 十 H;BO, —~> (NH,)H,BO, 
(NH,)H,BO, + HCl 一 -> NH,Cl + H;BO, 


”试剂 和 仪器 


1. 微量 定 所 仪器 装置 全 套 ”包括 蒸汽 发 生 器 、 冷 凝 蒸汽 收集 器 、 微 量 定 氮 蒸 馏 瓶 、 
小 型 冷凝 管 。 
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2. 消化 将 

3. 浓 硫 酸 

4.0 44 (30%) 

5. ZAM ABK (40%) 

6. 催化 剂 硫酸 铜 及 硫酸 钾 按 2:8(w/w) 比例 磨 细 充 分 混 匀 。 
7. 标准 0.010N 盐酸 和 0.010N 氨 氧 化 钠 淤 液 

8. Ta a Fl 0.1% FEA CBB Ro 


操作 步骤 


1. 样品 的 消化 (在 通风 橱 中 ) ， 取 适量 固体 或 溶液 样品 ( 含 气量 约 在 1 一 2 BRE 
右 ), 置 于 微量 克 氏 管 (30 毫升 ) 中 ,加 1 一 2 毫升 浓 硫 酸 及 催化 剂 50 毫克 左右 ,在 消化 炉 
上 倾斜 放置 , 微 火 加 热 , 这 时 瓶 内 物质 碳化 变 黑 ,并 产生 泡沫 ,要 特别 注意 控制 火力 , 不 能 
让 黑色 物质 上 升 到 有 颈 部 ,否则 将 严重 影响 样品 的 测定 结果 。 当 混合 液 停 止 冒 泡 , 气 体 锡 出 
也 较 均 匀 时 ,可 适当 加 大 火焰 使 瓶 内 流体 微微 讲 腾 而 不 致 哑 荡 。 硫酸 盗 该 逐步 从 棕 黑 色 
变 成 泪 清 。 由 于 消化 液 澄 清 并 不 说 明 消化 一 定 完成 ,为 保证 反应 充分 完成 ,继续 沸腾 工 小 
时 。 或 基本 洽 清 后 ,将 瓶 取 下 , 待 稍 稍 冷 却 后 , 沿 壁 慢 慢 加 入 过 氧化 所 2 i. BRAT 
分 钟 , 可 反复 几 次 。 反 应 终了 , 溶 沪 应 呈 淡 监 色 或 无 色 透 明 , 若 带 有 黄色 表示 消化 未 完全 。 
如 果 蛋 白质 样品 中 含 赖 氨 酸 或 组 氮 酸 较 多 , 则 消化 时 间 要 延长 1 一 2 倍 。 消 化 完毕 , 静 置 使 
冷 , 仔 细 加 入 少量 蒸馏 水 ,洗涤 管 壁 。 每 分 析 一 样品 ,同样 做 三 管 , 取 平均 值 。 又 因 实验 室 
中 空气 往往 含有 极 微量 的 氨 , 每 次 分 析 时 都 要 另 做 空白 对 照 , 即 一 切 处 理 与 样品 管 相同 ， 
但 不 加 蛋白 质 样 品 。 

2. 氢 的 蒸汽 蒸 馅 “ 氮 的 蒸汽 蒸馏 是 在 微量 克 氏 定 氮 仪 中 进行 。 克 氏 定 氮 仪 是 由 蒸 
汽 发 生 、 氮 的 蒸馏 以 及 氮 的 吸收 三 部 分 组 成 。 图 
中 A 是 一 个 1 一 2 升 容积 的 烧瓶 ， 其 中 盛 蒸馏 水 
〈 滴 加 硫酸 ,保持 酸性 , 甲 基 红 指示 剂 显示 红色 ) 作 
为 发 生 蒸 汽 之 用 ; B 是 空 管 ,冷凝 的 水 及 废 芒 从 此 
管 底部 排出 ; C 是 蒸汽 蒸馏 部 分 ,其 中 必 有 一 细 长 
管 D， 一 端 与 蒸汽 发 生 部 分 联结 ， 另 一 端 直播 C 
瓶 底部 ，C 瓶 上 端 有 一 出 口 丰 ， 通 过 定 氮 球 了 及 
冷凝 管 G， 直 接 通 于 吸收 瓶 也 中。 仪器 有 甲 、 己 
两 个 开关 ,样品 及 40% 氧 氧化 钠 都 从 开关 乙 的 上 
部 漏斗 加 入 。 消化 后 的 样品 就 在 此 仪器 中 蒸馏 、 

图 3.6， 微 量 克 氏 定 氮 仪 简 图 ”有 豚 收 ,从 而 测定 气 的 含量 。 其 操作 步骤 叙述 如 下 : 

先 将 A 瓶 中 的 水 烧 开 ,关闭 甲 、 乙 使 蒸汽 充分 洗涤 仪器 ,并 检查 仪器 是 否 正常 , 约 十 五 
分 钟 左 右 , 即 可 停止 加 热 ,切断 蒸汽 发 生 ，C 瓶 中 的 水 流 就 回 吸 到 B 管 中 , 开启 开关 甲 , 废 
沪 即 从 B 管 底部 排出 。 将 样品 加 于 漏斗 世 开启 开关 乙 ,样品 即 从 D 管 流入 蒸馏 瓶 C 中 ,以 
少量 水 洗涤 克 氏 管 1 一 2 次 ,洗涤 液 一 并 加 入 C 中 ,少量 水 洗涤 漏斗 ,然后 ,将 冷凝 管 G 的 出 
口 及 吸收 瓶 互 中 含 25 毫升 0.010N 盐酸 标准 液 接触 标准 酸 流 中 滴 加 2 滴 甲 基 红 指示 剂 ， 
此 时 溶液 旦 红色 。 再 于 漏斗 I 中 加 入 5 一 10 毫升 (与 消化 时 加 浓 硫 酸 量 1 一 2 毫升 相对 应 ) 
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40% 氧 氧化 钠 溶液 ,开启 开关 乙 , 使 碱 液 流入 C， 待 刚 流 完 而 还 剩余 一 点 的 时 候 , 就 立刻 
关闭 乙 , 并 于 漏斗 I 中 加 入 少量 水 封 之 。 立 刻 加 热 , 待 蒸汽 发 生 时 ,再 关闭 开关 甲 , 此 时 蒸 
汽 即 从 D 管 通 人 C 瓶 , 约 5 一 10 分 钟 , 或 蒸馏 瓶 上 部 圆 球 交手 时 开始 计算 时 间 , 蒸馏 3 分 
钟 ,可 以 认为 蒸馏 完全 。 将 互 瓶 下 降 ,使 冷凝 管 口 离开 该 面 , 继 续 蒸 馏 二 分 钟 , 并 用 洗 瓶 吹 
人 蒸馏 水 洗涤 冷凝 管 口外 壁 。 试 验 完 毕 , 将 漏斗 中 残留 该 全 部 洗 净 , 停止 加 热 ， 隔绝 蒸汽 
发 生 器 , 废 液 即 会 倒 吸 入 B 管 而 排出 , 即 可 继续 进行 下 一 只 样品 测定 。 

使 用 克 氏 定 氮 仪 时 ,开关 甲 、 乙 的 掌握 与 实验 成 败 很 有 关系 ,在 加 样 时 ,开关 甲 一 定 要 
开启 着 ,而 且 一 定 要 使 疗 汽 发 生 后 才能 关闭 ,否则 会 发 生 样 品 倒 吸 现象 。 开 关 乙 也 要 关闭 


及 时 ,防止 氨 锡 出。 


3. 气 的 滴定 PARANA 2 滴 , 用 标准 氢 氧 化 钠 溶 液 ( 约 0.010V) 滴定 剩余 
的 酸 流 , 待 红色 变 为 黄色 表示 已 达 终点 ,记录 所 用 体积 , 依 下 式 求 算 含 氮 量 。 


CBN XAOS = 每 毫升 (或 克 ) 样 品 中 含 氨 毫 克 数 


式 中 ,4 = 滴定 样品 用 去 的 氧 氧化 钠 毫 升 数 ; 
B= 滴定 空白 用 去 的 氢 氧 化 钠 毫 升 数 ; ， 
Nyaon = 氢 氧 化 钠 的 当量 浓度 ; 
V = 所 取样 品 的 毫升 数 (或 克 数 ); 
14.008 = 氮 的 原子 量 。 
讨论 
(1) 加 速 消 化 的 催化 剂 种 类 很 多 。K;SO4 与 CuSO,' 5H2O 混合 物 的 比例 , 除 4:1 外 ， 
WA 3:1, 6:1 或 10:1。 也 可 用 80 克 K:SO4, 20 克 CuSO, - 5H2O 与 0.3 克 SeO, 或 0.34 克 
NaSeO, 的 混合 物 。 有 时 样品 中 赖 氨 酸 和 组 氮 酸 含量 较 多 ,为 了 缩短 消化 时 间 , 在 上 述 催化 
剂 中 再 加 少量 HeCl, ( 约 0.032 克 / 克 催化 剂 ), 则 赖 氨 酸 中 的 氮 在 4 一 5 小 时 可 消化 完全 ， 
ARRAS 8 小 时 才 消 化 完全 。 

(2) 氮气 蒸 馆 时 ,为 了 使 所 有 硫酸 铵 分 解 为 氨 , 必 须 加 和 人 足 量 410% BAH, MAN 
应 缓慢 ,以 免 产 生 剧 烈 反 应 而 导致 瓶 内 酸 液 倒 吸 和 毛 的 损失 , 碱 加 入 后 ,有 铜 氨 离 子 、 氧 氧 
化 铀 或 氧化 铜 等 化 合 物 生 成 ,溶液 呈 蓝 色 或 神色。 并 有 胶 状 沉淀 产生 , 这 是 正常 现象 , 反 
Z WR AE AAS , i BA IR FY) BEA 

(3) 亦 可 用 混合 指示 剂 , 由 50 BSF 0.1% 甲 烯 蓝 乙醇 溶液 与 200 毫升 0.1% FHA 
乙醇 溶液 混合 配 成 , 贮 于 棕色 瓶 中 。 此 指示 剂 在 酸性 范围 是 紫红 色 的 , 碱 性 范围 呈 绿 色 ， 
变色 范围 狭 (PH5.4)， 很 灵敏 。 

《4) 若 用 标准 酸 直接 滴定 ,可 用 2% 硼酸 溶液 SHR 2 一 3 滴 混合 指示 剂 , 吸 收 燕 
发 的 所 气 , 由 紫色 变 为 绿色 , 再 以 标准 酸 液 (0.010N) 直接 滴定 , 由 绿色 变 淡 紫 色 为 终点 ， 
记录 所 用 体积 , 依 下 式 计算 : 


(A= BY Nae 14.008 = 每 毫升 (或 克 ) 样 品 中 含 氨 毫 克 数 


式 中 符号 代表 意义 同 前 述 。 
《5) 如 果 测 定 的 不 是 纯 蛋 白质 , 可 能 含有 非 蛋 白 氮 , 要 进行 比较 准确 的 测定 ,必须 分 
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别 测定 蛋白 氮 和 非 蛋 白 握 。 非 蛋白 氮 的 测定 可 以 将 样品 制 成 均 浆 或 抽 提 被 ,用 三 氯 栈 酸 
等 沉淀 剂 将 蛋白 质 沉 淀 出 来 , 按 总 氮 法 测定 上 请 小 的 含 氮 量 , 便 得 到 非 蛋 自 质 氮 。 
(总 氮 量 一 非 蛋 白 须 量 ) X 6.25 = 蛋白 质 含量 。 


(=) 微量 克 氏 定 氨 - 苟 三 酮 法 


蛋白 质 经 消化 后 ;有 机 氮 呈 (NH)SO, 状态 存在 ,用 苘 三 酮 法 比 色 测定 含 氮 量 , 以 蛋 
白质 中 平均 含量 16% 计算 , 即 乘 以 6.25 即 可 求 出 蛋白 质 的 含量 5 

试剂 te, 
1. 10N H,SO, YK 取 浓 H,SO, 8.3 毫升 ,加 入 到 21.7 SRRBKAS 

2.50% 栈 酸 溶液 

3. 30%H,O, WH 

4. 4M 醋酸 盐 缓 冲 液 ，pH5.5 4M BERR EAA IRS 4M BERRY RR 443:57.5 的 比例 
混和 。 

5. eh = BIA 2 WR AAT 50 SH CIRM, 25 SH +0M BREA 
THYS (pH5.5), 25 毫升 蒸馏 水 ,再 加 0.08 克 SnCl,-2H,O, (检查 pH 必须 达到 5.5) 

6. (NH4)SO, REAR (NH,),SO, (A.R.) 烘 至 恒 重 。 精 确 称 取 ,50 毫克 ,加 水 定 
AE 100 毫升 ,得 浓度 为 0.5 毫克 /毫升 。 用 时 稀释 10 倍 , 得 50 Th / SH 

7. 蛋白质 样品 深 液 浓度 0.2 一 1.0 毫克 /毫升 范围 内 。 


Rw eet 

LEEW RAK O4 毫升 置 于 微量 克 氏 定 氮 消 化 瓶 中 ,加 05 毫 升 
LON 瑟 SO, 进行 消化 约 半 小 时 后 * 稍 冷却 簿 加 30% 1,05 BCH ARCS TBS, 淮 
却 后 加 蒸馏 水 4.8 毫升 (总 体积 按 5 毫升 计 )。 

2 EMR ，， 取 上 述 消化 波 02 毫升 及 .0.4 毫升 于 试管 中 ,分别 加 BE5.5 本 本 
缓冲 液 至 2.0 毫升 (空白 管 加 2.0 毫升 同样 缓冲 液 )。 加 划 三 酮 试剂 2 毫升 A. 沸水 浴 
中 煮沸 30 分 钟 ;冷却 后 加 50% 乙醇 6 毫升 。 于 570 毫 微米 读 取 光 密度 。 外 

3. 标准 曲线 制作 在 试剂 中 分 别 加 50 微克 /毫升 CONH,)SO, #05 0.15.02, 0.3, 
0.4 和 0.5 毫升 ,分 别 加 pH5.5 酷 酸 盐 缓冲 液 至 2 毫升 , 按 上 述 第 二 步 同样 步 又 加 大 部 三 
酮 试 州 等 ,于 570 毫 微米 读 取 光 密度 。 


数据 处 理 

(1) 2 会 制 标准 曲线 ; 以 CNH4)2SO， 相当 的 微克 氮 量 为 横 座 标 ， ODs;; 为 纵 座 标 作 
图 。 

(2) 由 样品 ODm 值 从 标准 曲线 上 查 出 相当 xzgN 含量 ， 


蛋白 质 (微克 /毫升 ) 一 人 会 和 0.29 XS 


式 中 :了 为 用 作 部 三 酮 反应 的 消化 液 毫升 数 。 三 肽 以 上 和 蛋白 质 都 有 此 颜色 反应 。 
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二 、 福 林 - 酚 试剂 法 


福 林 - 酚 试剂 法 是 测定 蛋白 质 浓 度 应 用 最 广泛 的 一 种 方法 。 

福 林 - 酚 试剂 《Folin-phenol reagent) 的 显 色 原理 包括 两 步 反 应 : ， 第 一步 是 在 碱 性 条 
件 下 ,和 蛋白质 与 铜 作用 生成 蛋白 质 - 铜 复合 物 ; 第 二 步 是 蛋白 质 - 铜 复合 物 还 原 磷 钼 酸 - 磷 
锅 酸 试剂 ,生成 蓝 色 物质 。 在 一 定 条 件 下 , 蓝 色 强 度 与 蛋白 质量 成 正比 例 。 

福 林 - 酚 试剂 法 最 早 由 Lowry 确定 了 有 蛋白质 浓 度 测 定 的 基本 步 又， 以 后 在 生化 工作 
领域 里 广泛 应 用 ,显现 了 本 法 的 优越 性 ,同时 ,也 不 断 发 现 本 法 的 专 一 性 较 差 ,干扰 物质 较 
多 , 因此， 修改 的 方法 不 断 铺 现 。 这 里 在 介绍 Lowry 基本 法 的 基础 上 , 再 介绍 两 种 修改 
法 : C1) 有 干扰 物质 存在 下 的 测定 ; (2) 快速 简易 法 。 

本 法 的 优点 是 操作 简便 ,灵敏 度 高 。 缺 点 是 有 蛋白 质 特 异性 的 影响 * 即 不 同 蛋白 质 的 
显 色 强 度 稍 有 不 同 ; 标准 曲线 也 不 是 严格 的 直线 形式 。 

本 法 的 可 测定 范围 是 每 晶 升 25 一 250 微克 蛋白 质 。 

(一 ) Lowry BAR 

试剂 
LAF = (A) 10 克 碳 酸 钠 ，2 克 氢 氧化 钠 和 0.25 克 酒 石 酸 钾 钠 (或 其 钾 盐 或 钠 
te DY ET 500 毫升 蒸馏 水 中 。(B) 0.5 Fe tithe (CuSO, "5H2O) 溶解 于 100 毫升 蒸馏 
水 中 。 每 次 使 用 前 将 〈A) 50 份 与 (B) 1 份 混 和 ，, 即 为 试剂 甲 。 

2. 试剂 在 15 升 容积 的 磨 口 旬 流 瓶 中 加 人 .100 克 钨 酸 钠 (NazWO4 2H,0),25 
be FABRA (NaMo0 - 2H,0) 及 700 毫升 蒸馏 水 , 再 加 50 毫升 85 多 磷酸 ,100 毫升 浓 盐 
酸 充分 混和 , 接 上 过 六 冷 凝 管 以 小 火 通 流 10 小 时 。 过 流 结束 后 , 加 入 150 克 硫 酸 锂 ，50 
毫升 蒸馏 水 及 数 滴 液 体 省 ,开口 继续 沸腾 15 DH MRSA. SAREE, 
《如 仍 呈 绿色 ; 须 再 重复 滴 加 该 体 省 的 步 又) 稀释 至 1 升 , 过滤, BRAT REAP Re 
Feo 使 用 时 用 标准 氢 氧 化 钠 滴 定 ， 以 酚 栈 为 指示 剂 , 然 后 适当 稀释 ( 约 加 水 工 倍 ) 使 最 终 的 
酸 请 度 为 LV。 

3. 标准 蛋 自 质 深 液 ARAMA RAAT ABA. RE 250 微克 /毫升 。 


操作 步骤 


《1) 1 毫升 待 测 样品 溶液 (适当 稀 释 至 约 含 25 一 250 微克 蛋白 质 ), 加 5 毫升 试剂 甲 混 
合 , 室 温 下 放置 10 分 钟 后 加 0.5 毫升 试剂 乙 , 立 即 混 和 均匀 ! 〈 这 一 步 混 和 速度 要 快 ; 否 则 
会 使 显 色 程度 减弱 ), 30 分 钟 后 ,以 不 含 蛋白 质 的 试剂 空白 对 照 比 色 。72 型 分 光 光 度 计 可 
选用 波长 650nm 或 660nm, 若 蛋 白质 的 浓度 在 20—100 微克 , 也 可 选用 750nm; 125 微 
克 以 上 则 采用 500nma 在 660nm 所 读 取 的 光 密 度 为 750nm NAY 90%, 

(2) 标准 曲线 制作 : 在 各 试管 中 分 别 加 牛 血 清白 蛋白 溶液 (250 微克 /毫升 ) 0、0.2、 
0.4、0.6、0.8 和 1.0 毫升 ,并 分 别 和 蒸馏 水 补充 到 1 毫升 ( 即 各 管 中 分 别 含 蛋白 质量 0.50、 
100、150、200 和 250 微克 )。 以 后 加 试剂 及 比 色 等 操作 步骤 与 样品 操作 相同 。 
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讨论 

C1) 在 Lowry 原始 文献 中 试剂 甲 的 配制 方法 如 下 : (A)20 克 碳 酸 钠 溶 解 于 0.1N & 
氧化 钠 1000 毫升 中 ; (B)0.5 克 硫 酸 铜 溶解 于 1% 酒石酸 钾 钠 中 。 同样 在 使 用 前 将 (A) 
(BW 50:1 混和 。 由 于 其 中 的 试剂 (B) 放 置 后 会 出 现 沉 淀 物 , 且 不 易 重新 溶解 ,所 以 这 里 
作 了 更 改 , 即 将 酒石酸 钾 钠 按 原 比例 配制 在 (A) 中 。 

另外 ， 也 可 以 用 柠檬 酸 三 钠 代 替 酒 石 酸 盐 , 即 在 上 述 配方 中 以 1% 柠檬 酸 三 钠 代替 
1% 酒石酸 盐 ,这 样 , 试 剂 (B) 放置 数 月 也 不 会 产生 沉淀 物 。 

(2) 某 些 难 溶 解 于 0.1N 氧 氧 化 钠 的 蛋白 质 沉 淀 ( 例 用 高 氧 酸 或 三 氯 栈 酸 沉淀 的 蛋白 
质 ) 可 采用 以 下 步骤 测定 : 25 一 500 微克 的 细 颗 粒 蛋 白质 沉淀 中 加 入 工 毫升 IN BS 
钠 , 约 半 小 时 或 再 多 一 些 时 间 就 会 溶解 ,然后 加 入 5 毫升 试剂 甲 ( 其 中 不 含 氢 氧 化 钠 )，10 
分 钟 后 再 加 入 0.5 毫升 试剂 乙 , 测定 如 前 。 如 果 在 上 述 条 件 下 , 蛋白 质 沉淀 仍 不 溶解 , 则 
须 在 100°C 加 热 10 分 钟 , 促 进 溶解 ,再 行 测定 。 

《3) 浓度 较 低 的 下 列 物质 对 显 色 没有 影响 : RR05% £A)M05% 左右 到 硫酸 
#h (1% ). FARR (1 % ). = SABER (0.5%, HE). CBE (5%). CRG %), AA (0.5%), 
但 这 些 物 质 浓度 高 时 必须 做 校正 曲线 。 若 样品 酸度 较 高 , 显 色 后 色 浅 ， 则 必须 提高 碳酸 
钠 - 氢 氧 化 钠 溶 菩 的 浓度 1 一 2 倍 。 样 品 中 含 酚 类 、\ 柠 檬 酸 、 糖 类 和 甘油 等 都 有 和 于 扰 作用 。 


(=) 在 有 干扰 物质 存在 下 的 改良 测定 法 光 


下 列 物质 有 干扰 作用 : 酚 类 ( 除 硝 基 酚 入 甘氨酸 (0.5 色 以 上 )、 肝 (0.005% 以 上 入 硫 
Meek (0.15% 以 上 ) 二 硫 丁 四 醇 .2- 琉 基 乙 醇 、 谷 胱 甘 肽 、 钾 离子 (12mM 以 上 六 CoRR 
乙酸 青霉素 三 产 甲 基 氮 基 甲 烷 、N- 二 ( 羟 乙 基 ) 甘 氨 酸 、 乙 酰 丙酮 、 基 糖 ` 氨 基 葡 葡 糖 5 果 
糖 、 甘 露 糖 . 鼠 李 糖 \ 木 糖 、, 山 梨 糖 、Triton-X100、 甘 氨 栈 甘氨酸、 柠檬 酸 盐 、 琥 珀 酸 、 己 烯 、 
乙 二 醇 . 甘 油 、 聚 乙烯 、 吡 咯 烷 酮 和 载体 两 性 电解 质 。 它 们 的 干扰 作用 表现 在 : 增强 或 减 
弱 空 白 颜 色 、 增 强 或 减弱 显 色 程 度 \ 还 原 破 坏 试剂 乙 或 产生 沉淀 等 等 。 这 些 物 质 中 有 些 是 
生物 材料 分 析 及 纯化 中 常用 的 试剂 , 为 了 使 福 林 - 酚 试剂 法 得 到 更 广泛 的 应 用 ,必须 排除 
这 些 干 扰 物质 的 影 啊 。 

在 许多 情况 下 ,干扰 物质 的 实际 含量 不 知 , 校正 比较 困难 , 用 蛋白 质 沉淀 的 手段 来 达 
到 去 除 和 干扰 物质 的 方法 却 是 可 行 的 。 ERA ARAMA FF. 用 6 多 SAREE 
可 以 定量 地 将 蛋白 质 涡 淀 下 来 ,然后 进行 测定 。 


试剂 
1. 试剂 甲 和 试剂 flay. 


2.2% 脱氧 胆 酸 钠 溶液 2 克 脱 氧 胆 酸 钠 加 蒸馏 水 至 100 毫升 。 
3.24% =ABRER 120 克 三 氧 酷 酸 加 蒸馏 水 至 500 毫升 


操作 步骤 


C1) 和 欲 测 的 蛋白 质 溶液 的 样品 在 试管 中 加 蒸馏 水 至 终 体积 为 9 毫升 ， 再 加 2 多 脱氧 
胆 酸 钠 0.075 毫升 , HAVA, 放置 15 分 钟 。 加 24% 三 氯 醋酸 溶 沪 3 毫升 ,混和 后 3500 
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转 / 分 离心 30 分 钟 , 蛋白 质 坚 实地 沉淀 在 管 底 , 小心 倾 去 上 清流 (上 清 液 在 管 中 的 残留 量 
小 于 0.05 毫升 )。 加 试剂 甲 4.5 BT AVM. AME 30 秒 钟 内 溶解 , 加 0.45 =z 
FAC HED. KE 30 分 钟 后 , 以 不 含 蛋白 质 的 试剂 空白 作对 照 在 660nm 测定 光 
密度 。 

(2) 标准 曲线 制作 : 以 牛 血 清白 蛋白 在 25 一 250 微克 范围 内 制作 标准 曲线 ,方法 同 
前 述 基本 法 。 

讨论 

C1) 许多 干扰 物质 通过 一 次 帝 淀 就 可 以 消除 干扰 影响 ， 但 有 些 干 扰 物质 需 进 行 二 次 
沉淀 ,如 三 羟 甲 基 毛 基 甲 烷 - 盐 酸 〈0.03M 一 一 指 上 述 操作 步骤 中 9 毫升 内 的 浓度 , 下 同 ) 
CRP A (0.015%), 青霉素 (5 单位 ) 十 链 霉 素 〈5 thot). (0.015%). 第 二 次 沉淀 的 
方法 是 将 第 一 次 沉淀 再 溶解 于 9 毫升 蒸馏 水 中 ,与 第 一 次 相同 条 件 下 进行 第 二 次 沉淀 

(2) 消除 等 电 聚 焦 技术 中 常用 的 载体 两 性 电解 质 的 干扰 影响 ， 还 需要 在 蛋白 质 沉淀 
前 ,加 氧化 钠 到 1M 浓度 ,然后 按 上 述 同 样 步骤 ,通过 二 次 沉淀 可 以 消除 干扰 作用 。1M A 
化 钠 的 作用 是 消除 空白 管 吸 收 值 的 不 正常 增加 。 

(3) 蛋白 质 溶液 浓度 很 稀 ( 一 25 微克 /毫升 ), 不 能 达到 本 法 允许 的 测定 范围 时 ,也 可 
用 此 沉淀 手段 进行 测定 。 只 要 使 脱氧 胆 酸 钠 的 浓度 控制 在 125 微克 /毫升 条 件 下 用 三 氧 
酷 酸 将 蛋白 质 完全 沉淀 下 来 ,就 可 作 进 一 步 分 析 。 


(=) 简易 测定 法 cn 
本 改良 法 可 以 简化 试剂 配制 方法 ,缩短 测定 时 间 。 
试剂 
1. 试剂 甲 ”” 碱 性 铜 试剂 溶液 中 含 0.5N 氢 氧 化 钠 、10 % 碳酸 钠 、0.1% 酒石酸 钾 和 


0.05% 硫酸 铜 。 配 制 时 注意 硫酸 铜 先 用 少量 蒸馏 水 溶解 后 并 人 。 
2. 读 剂 避 ”与 基本 法 中 同样 方法 配制 。 临 用 时 加 蒸馏 水 稀释 8 倍 。 


操作 步骤 


(1) 到 1 工 剖 升 样品 溶液 ( 含 25 一 250 微克 蛋白 质 ), 加 ! 毫升 试剂 甲 , 放 置 10 分 钟 ,加 
4 毫升 试剂 乙 , 迅 速 剧 烈 摇 动 。55sC 恒温 水 浴 中 保温 5 分 钟 , 用 流动 水 冷却 后 ,在 660nm 
进行 比 色 测定 。 

(2) 标 准 曲 线 制作 : 用 和 牛 血清 白 蛋白 在 25 一 250 微克 范围 内 ,与 样品 同样 的 操作 步 
又 进行 测定 。 


讨论 
”快速 简易 法 可 获得 与 Lowy 基本 法 相 接近 的 结果 。 


=. WK 4a We 


3 4a HRC NH,CONHCONH,) 74) FRA 180° 左右 加 热 ,放出 一 分 子 氮 后 所 得 到 的 
产物 。 在 强 碱 性 溶液 中 , 双 缩 腺 与 CuSO, 形成 紫色 , 称 为 双 缩 逐 反 应 。 凡 具有 两 个 酰胺 基 或 
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两 个 直接 连接 的 肽 键 ,或 通过 一 个 中 间 碳 原子 相连 的 肽 键 , 这 类 化 合 物 都 有 双 缩 逐 反 应 。 
双 缩 腺 法 是 测定 蛋白 质 浓度 常用 方法 之 一 ， 它 除了 操作 简便 、 迅 速 外 , 最 大 的 优点 是 
受 蛋白 质 的 特异 性 影响 较 小 ,但 灵敏 度 差 ,所 需 样品 量 大 。 
双 缩 腺 法 的 试剂 配方 很 多 ,这 里 介绍 最 常用 的 一 种 。 随 后 ,人 们 利用 铜 复合 物 有 紫外 
吸收 的 特性 ,使 双 缩 腺 方法 能 在 数 十 微克 水 平 进行 测定 ,方法 也 不 少 ,这 里 仅 介绍 二 种 。 


(—) Reha Bo" 

允许 测定 范围 一 一 含 蛋白 质 0.2—1.7 毫克 /毫升 。 

试剂 

1. 碱 性 铜 试剂 ”0.175 克 硫 酸 铜 (CuSO, -5H,0) 溶解 于 约 15 毫升 水 中 置 于 一 100 
”毫升 容量 瓶 中 ,加 入 30 毫升 浓 氨 水 ,30 毫升 冰冷 的 蒸馏 水 及 20 毫升 饱和 氢 氧 化 钠 咨 液 ， 

混 匀 后 ,放置 至 使 溶液 温度 与 室温 相同 , 以 蒸馏 水 稀 杰 至 刻度 ， 摇 匀 。 此 试剂 在 室温 下 可 

以 放置 3 一 4 个 月 不 影响 显 色 。 

2. 蛋白 质 标准 溶液 ，” 纯 蛋白 质 ( 恒 重 ) 配 制 成 1.5 毫克 /毫升 溶液 5 《含量 用 称 重 法 
或 定 氮 法 精确 确定 。) He, 4 

操作 步骤 

1. 标准 曲线 制作 ”每 组 取 ?7 支 试管 ,依次 加 入 蛋白 质 标准 溶液 0\0.5、1.0. Ri 2.0, 
2.5 和 3.0 EH, BERKS 3 BI SEY TSE 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 
1.25 和 1.5 毫克 /毫升 ), 混 匀 后 各 管 加 2 毫升 碱 性 铜 试剂 ,充分 混和 后 ,呈现 紫色 ， a 
340nm Pee 36 ECA — 管 作 空白 对 照 )。 

2. 未 知 样品 测定 | MS 毫升 样品 溶 沪 ， 加 入 碱 性 铜 试剂 2 毫升 ， AI hr 
540nm 下 测定 光 密 度 ,操作 条 件 同 标准 曲线 。 


讨论 

样品 溶液 与 试剂 混合 后 ,有 时 约 30 分 钟 后 有 雾 状 沉淀 产生 。 这 种 现象 对 舍 脂 肪 类 物 
质 的 蛋白 质 抽 提 液 较 易 发 生 , 而 对 于 纯 蛋 白质 溶液 不 明显 。 克服 的 方法 有 三 种 : 《1) ji ea 
人 试剂 后 立即 比 色 ,至 少 应 在 30 4> SHAE; (2) 如 沉淀 已 经 产生 , 则 索性 放置 三 小 时 或 
更 多 时 间 ,离心 去 沉淀 后 取 清 液 比 色 ; (3) 加 1.5 毫升 乙醇 或 石油 醚 ,离心 后 比 色 。 
(=) 双 缩 脲 半 微量 法 2 

允许 测定 范围 一 一 含 蛋白 质 25 一 500 微克 /毫升 。 

伴随 着 铜 -蛋白 质 复合 物 的 形成 ， 蛋 白质 的 紫外 吸收 光谱 发 生 了 变化 。 利用 这 一 特 
性 ,在 双 缩 腺 法 中 选用 了 在 紫外 光 区 域 进行 分 析 , 已 有 选用 263nm、310nm 及 330nm 等 波 
长 的 各 种 测定 方法 。 所 选用 的 波长 越 靠 近 263nm, 灵敏 度 越 高 ; 但 干扰 的 因素 也 越 大 ;, 尤 
其 是 核酸 类 物质 的 干扰 。 这 里 介绍 在 310nm 的 测定 方法 ,可 以 兼顾 两 方面 的 长 处 。 

试剂 war. 

1. 试剂 甲 0.21 克 硫 酸 铜 (CuSo,'5HO) 加 少量 水 溶解 后 , MA 75 BSH 
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40%(W/V) 的 氢 氧 化 钠 溶液 ,加 水 至 100 毫升 。 


2. RAZ 30% (W/V). 的 氢 氧 化 钠 溶液。 
3. 蛋白 质 标准 滚 液 “， 纯 蛋白 质 (人 恒 重 ) 配 成 0.5 毫克 /毫升 


操作 步骤 


C1) 每 组 测定 取 4 支 试管 , 按 下 列 加 入: 
《AD) 2 毫升 蒸馏 水 + 1 毫升 试剂 甲 
〈《A:) 2 毫升 蛋白 质 溶液 十 1 毫升 试剂 甲 
(B,) 2 毫升 蒸馏 水 + 1 毫升 试剂 乙 
(B,) 2 毫升 蛋白 质 溶液 + 1 SHANG 
各 管 充分 混 匀 ，5 分 钟 后 在 310nm 测定 光 密 度 。 DAW Ai HORM A» FF Das 
DB, 为 对 照 测定 B, 得 Da。 取 DA 一 Ds， 从 标准 曲线 求 得 蛋白 质 浓度 。 
(2) 标准 曲线 制作 : 与 样品 测定 步骤 相同 , 取 蛋 白质 标准 溶液 《0.5 毫克 /毫升 ) 0.5、 
1.0, 1.5 和 2.0 毫升 , 分 别 补 加 蒸馏 水 至 2.0 毫升 。 同 前 操作 步骤 。 最 后 以 DA 一 Ds WE 
白质 浓度 作 图 即 可 。 


讨论 


下 列 物质 对 测定 没有 干扰 : 脱氧 核糖 核酸 (0.7 毫克 /毫升 )， 氧化 钠 《1.5V7， 柄 酸 钠 
《0.1NV)5 FARR C0.75N ), 过 氧 酸 〈0.67V) ,磷酸 氢 二 钠 〈0.01M)。〈 括 号 内 浓度 是 指 所 加 


.2 毫升 蛋白 质 溶液 中 的 浓度 。) 


硫酸 贸 使 DA 一 Ds (EME BREE D* 一 De 值 增加 。 
四 、 紫 外 吸收 法 


蛋白 质 分 子 中 所 含有 的 栈 氨 酸 和 色 氮 酸 残 基 使 蛋白 质 在 280nm 下 具有 最 大 吸收 值 ; 
蛋白 质 溶液 在 238nm 下 的 光 吸 收 值 , 其 吸收 强 弱 与 肽 键 量 成 正比 。 利 用 这 一 定 波 长 范围 
内 吸收 值 与 蛋白 质 浓 度 的 正比 关系 可 以 进行 蛋白 质 含量 的 测定 。 

紫外 吸收 法 操作 简便 ,快速 , 所 需 样品 量 少 , 经 测定 后 样品 仍 能 回收 使 用 。 低 浓度 的 
盐 并 不 干扰 测定 ,适合 于 柱 层 析 洗 脱 液 的 测定 ,这 对 连续 自动 装置 也 很 有 利 。 但 是 由 于 许 
多 物质 都 可 能 在 紫外 部 分 引起 光 吸 收 , 因 而 干扰 因素 较 多 。 

这 里 介绍 四 种 测定 方法 。 


《一 ) 280 BRANHAM” 


本 法 利用 蛋白 质 分子 中 栈 氨 酸 、 色 氮 酸 在 280 毫 微米 左右 具有 的 最 大 吸收 。 由 于 在 
各 种 蛋白 质 中 这 几 种 氨基 酸 的 含量 差别 不 大 ,因此 280 毫 微米 的 光 吸 收 值 是 蛋白 质 一 种 
普遍 性 质 。 

测定 时 ,将 待 测 蛋白 质 溶 沪 放 在 比 色 槽 中 ,直接 在 280 毫 微米 读 取 光 密 度 。 蛋 白质 浓 
度 可 控制 在 0.1 一 1.0 毫克 /毫升 左右 。 通 常 ， 在 光 径 为 1 厘米 的 比 色 槽 中 , 装 有 每 毫升 含 
1 毫克 蛋白 质 (此 蛋白 质 的 氨基 酸 含量 较 适 中 时 ) 溶 液 时 ， 甚 280 毫 微米 处 的 光 密 度 为 1 


ee 


左 在 。 所 以 ,根据 光 密 度 读数 立即 可 以 估计 出 蛋白 质 的 大 致 浓度 。 

本 法 对 于 几 种 酷 氨 酸 及 色 氮 酸 含量 相仿 的 蛋白 质 误差 较 小 ， 而 对 于 这 些 氨基 酸 的 含 
量 相差 悬殊 的 蛋白 质 误 差 较 大 。 许 多 蛋白 质 在 一 定 浓 度 一 定 波长 下 的 光 吸 收 值 有 文献 可 
查 , 根据 此 值 可 较 准确 地 计算 蛋白 质 浓度 %。 表 3.4 列举 某 些 蛋白 质 的 At, (SAR 
REA 1 多 ， 光 径 为 1 厘米 时 的 光 吸 收 值 )。 


表 3.4 某 些 蛋白 质 在 一 定 波长 下 的 AZ, 2" 


蛋白 质 种 类 Ai | 波长 nm 溶剂 系统 蛋白 质 种 类 波长 nm| 溶剂 系统 
mM) 6.3 | 280 水 nti, toma 
270 210 EDTA 
840 19] RE Aw) | 
(A)) 7.15 | 280 胃 和 蛋白酶 ( 牛 ) 
190 210 枯草 杆菌 蛋白 酶 
珠 蛋 白 CA)}| 10.62 | 280 (Carlsberg) 4 
( 牛 )| 7.9 280 (BPN’) | 
血 纤 蛋白 CA} 15 280 | 40% RR, 0.02N | 木瓜 蛋白 酶 0.01NHCI 
: ee 核糖 核酸 酶 ( 牛 胰 ) H7.5 
( 牛 )| 16.84 | 282 核酸 内 切 酶 磷酸 盐 缓 冲 液 
肌 动 蛋白 〈 免 外 11.08 | 280 (E. coli RI) 
肌 动 球 蛋 白 ( 免 外 8.01 290 pH13 <%- 淀 粉 酶 (枯草 杆菌 ) 
肌 红 蛋白 CA) 17.4 280 CAR) 
肌 球 蛋白 〈 免 外 5.5 280 |pH7.3,0.5MKC1I| 6- 淀粉 酶 (大 豆 ) pH7,0.001 M 
—0-01MMEDTA} ie yang ( 7) 磷酸 盐 缓冲 液 
弹性 蛋白 5.65° J 276 
c%- 乳 清 蛋白 (人 )| 16.2 280 o> BS 


B- 乳 球 蛋白 ( 牛 )| 10.80] 280 | pH7;0.01M wm | 工 Czeza 1242) 
酸 盐 缓冲 液 aE FREE 
SSAA 7.60 280 pH7,0.01M UCVicta faba) 
磷酸 盐 缓冲 液 ‖ 8- 半 乳糖 昔 酶 
卵 粘 蛋 白 10.3 290 pH3 (CE. col:, K12) 


pee | 41 | 280 | 6g 0.01 -| See 
i Eh EPH 
细胞 色素 < 19.5 280 
290 210 碱 性 磷酸 酯 酶 ( 牛 肠 ) 
870 191 酸性 磷酸 酯 酶 ( 鼠 肝 ) 
IgG 13.8 | 280 (+8) 
IgA 13.4 | 280 果糖 -1, 6-— BER: 
IgE(PS) 12.5 | 280 CAF) 
IgE(ND) 15.33 | 280 BRAM CH) 
IgM 14.5 | 280 CBE RE) 
胰岛 素 ( 牛 ) 9.91 | 276 | pH7.2，0.01M || 3- 磷 酸 甘 油 醛 脱 气 栈 
ARS ik nee (%) 
FES (酵母 ) 


胰岛 素 原 ( 牛 ) | 5.9 | 276 “|pH7.2 磷 酸 盐 缓冲 


(=) 280 毫 微米 和 260 SAKA eK 


在 生物 制剂 中 ,往往 含有 核酸 类 物质 , 它们 的 紫外 部 分 光 吸 收 也 很 强 , 对 蛋白 质 测定 
ATi. 利用 核酸 类 物质 的 吸收 值 在 260 毫 微米 大 于 280 SRK, 而 蛋白 质 的 吸收 值 在 
280 毫 微米 大 于 260 毫 微米 的 相反 特性 ,于 280 毫 微米 及 260 毫 微米 下 测定 光 密 度 , 根据 
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其 吸收 差 求 算 浓度 ,一 般 可 按 下 式 粗 略 地 计算 。 


蛋白 质 浓 度 (毫克 /毫升 ) = 1.45Dza 一 0.74Dia ， 
Doo 和 Doo 分 别 为 蛋白 质 溶 液 在 280 毫 微米 和 260 毫 微米 下 测 得 的 光 密 度 。 上 述 
公式 是 通过 一 系列 已 知 不 同 浓度 比例 的 蛋白 质 (酵母 烯 醇化 酶 ) 和 核酸 (酵母 核酸 ) 混 合 液 
测定 的 数据 所 建立 的 。 


(三 ) 215 毫 微米 和 225 毫 微米 的 吸收 差 法 吕 


蛋白 质 的 稀 溶 液 由 于 含量 低 而 不 能 使 用 280 毫 微米 的 光 吸 收 测定 。 由 215 毫 微米 和 
225 毫 微米 吸收 值 之 差 求 算 蛋 白质 浓度 适合 于 蛋白 质 稀 溶 液 的 测定 。 将 已 知 的 蛋白 质 盗 
WE (20-100 微克 /毫升 ) 在 215 毫 微米 和 225 毫 微米 测 得 光 密 度 , 并 一 一 以 下 式 计算 吸收 


= 吸收 差 A = Das 一 Dus : 
式 中 , Das 和 Das DEAE BARE 215 SHAK 225 毫 微米 下 测 得 的 光 密 度 。 然 后 以 
吸收 差 入 为 纵 座 标 ,蛋白 质 浓度 为 横 座 标 , 制 作 标准 曲线 。 同 样 ,未 知 样品 在 测 得 215 毫 
微米 和 225 毫 微米 的 光 密 度 后 ,可 根据 吸收 差 A 直接 从 标准 曲线 中 查 得 浓度 。 

本 法 在 蛋白 质 含量 达 每 毫升 20 一 100 微克 的 范围 内 ， 蛋 白质 浓度 与 光 密 度 成 正比 。 
氧化 钠 、 硫 酸 铵 以 及 0.1M 磷酸 、 硼 酸 和 三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷 等 缓冲 液 都 无 显著 干扰 作用 。 
但 是 , 0.1N 氢 氧 化 钠 、0.1M 醋酸 、 琥 珀 酸 、 邻 共 二 甲酸 ` 巴 比 妥 等 缓冲 液 , 在 215 SHARE 
的 吸收 较 大 ,必须 将 其 浓度 降 到 0.005M 才 无 显著 影响 。 


《四 ) 肽 键 测定 法 ”” 


蛋白 质 溶液 在 238 毫 微米 下 均 有 光 吸 收 ,其 吸收 强 弱 与 肽 键 多 少 成 正比 。 根 据 这 个 
特性 ,可 以 将 一 系列 已 知 不 同 浓度 《50 一 500 微克 /毫升 ) 的 蛋白 质 溶液 在 238 毫 微米 下 测 
光 密 度 , 并 以 光 密 度 为 纵 座 标 , 蛋 折 质 含量 为 横 座 标 绘制 标准 曲线 。 未 知 样品 的 浓度 即 可 
根据 标准 曲线 求 得 。 

在 柱 层 析 或 区 带电 泳 等 分 离 工作 中 , 若 欲 寻找 蛋白 质 峰 位 ,也 可 直接 将 洗 脱 液 在 238 
毫 微米 下 读 取 光 密 度 求 得 相对 量 。 本 法 比 280 毫 微米 吸收 法 灵敏 ， 但 多 种 有 机 物 ， 例 如 
醇 、 酮 \ 醛 、 栈 \ 有 机 酸 、\ 酰 胺 类 和 过 氧化 物 等 都 有 干扰 作用 ， 最 好 用 无 机 酸 \ 无 机 碱 和 水 溶 
波 。 若 含有 机 溶剂 ,可 先 将 样品 薰 干 ,或 用 其 他 方法 除去 干扰 物质 ,然后 用 水 、 稀 酸 或 稀 碱 
溶解 后 再 作 测 定 。 

最 后 要 指出 ， 进行 此 外 吸收 法 测定 时 , 由 于 蛋白 质 吸收 高 峰 常 因 pH 的 改变 而 有 高 
低 , 因 此 要 注意 溶液 的 DH, 测定 样品 时 最 好 与 标准 曲线 制作 时 的 pH 一 致 


hy SAM BM Cs! 
原理 


将 蛋 折 质 样品 固定 在 各 种 类 型 纤维 膜 上 ,与 各 种 类 型 染料 结合 后 ,把 被 染色 的 蛋白 质 
洗 脱 下 来 , 在 适当 的 波长 下 进行 比 色 测 定 。 这 种 方法 的 特点 是 灵敏 度 高 ， 可 以 测定 几 微 
到, 甚至 零 反 几 微克 水 平 的 蛋白 质 , 只 需 少 量 蛋白 质 溶液 就 可 分 析 测 定 。 

这 里 选用 层 析 泪 纸 为 文 撑 物质 , = ARR AEH, 考 马 斯 亮 蓝 为 染料 的 测定 方法 。 


。99 ， 
“4 


各 


， 考 马 斯 亮 蓝 和 蛋白质 通过 范 德 瓦尔 引力 结合 。 本 法 可 允许 的 测定 范围 是 2 一 20 微克 蛋白 
质 。 受 蛋白 质 的 特异 性 影响 较 小 ， 除 组 蛋白 外 ， 其 他 不 同 种 类 蛋白 质 的 染色 强度 差异 
不 大 。 
试剂 

1. 染色 液 ”0.25 克 考 马 斯 亮 蓝 R-250 溶解 于 含 7.5% 醋酸 ,5% 甲醇 的 水 溶液 100 
毫升 中 。 : 
2.20% =AB RMI ”20 克 三 氯 醋酸 加 蒸馏 水 至 100 毫升 中 。 

3. 脱色 液 ” 含 7.5% 栈 酸 和 5% 甲醇 的 水 溶液 。 

4. 洗 脱 液 ， 含 0.12N 氢 氧 化 钠 的 80% 的 甲醇 溶液 。 

5. 3N 盐酸 溶液 25 毫升 12N 盐酸 加 蒸馏 水 至 100 毫升 。 

6. 蛋白 质 标 准 深 液 “”， 纯 蛋白 质 精确 配 成 1 毫克 /毫升 。 
7. BRR 


操作 步骤 


Lae ”在 层 析 滤纸 上 ,点 加 蛋白 质 样 品 20 微 升 ( 含 蛋白 质 2 一 20 38) bese 
吸附 ,充分 吹 干 。 

2. 固定 ”点 好 样 的 滤纸 浸没 在 20 多 三 氧 栈 酸 溶液 中 5 一 10 分 钟 ,时 时 轻 轻 搅动 。 

3. 染色 ”将 三 氧 醋酸 固定 好 的 滤纸 漫 没 在 染色 液 中 , 30°C 染色 60 分 钟 (也 可 取 其 
他 染色 温度 或 染色 时 间 , 温 度 及 时 间 分 别 达到 士 1%c 及 士 1 )。 

4. 脱色 ”为 了 除去 未 与 蛋白 质 结合 的 染料 , 需 充分 脱色 。 将 已 染色 的 涯 纸 漫 没 在 
脱色 液 中 ,十 余 分 钟 或 更 长 时 间 。 如 此 反复 数 次 ,至 滤纸 背景 基本 无 色 。 

5. 洗 脱 ，” 剪 下 滤纸 的 染色 蛋白 质 部 分 (空白 管 剪 取 尖 纸 背景 部 分 ,同样 大 小 面积 )， 
分 别 放 和 试管 中 ,加 1.8 毫升 洗 脱 液 ,摇动 ,室温 放置 ,使 滤纸 片 没有 颜色 为 止 ; 约 5 分钟。 
再 加 0.09 毫升 3N 盐酸 ;摇动 ,显现 蓝 色 。( 如 果 滤 纸 破碎 , 需 离心 除去 ) 

6. 比 色 ， 取 清 液 放 和 人 0.5 厘米 光 径 的 比 色 杯 ， 以 空白 管 作对 照 在 590 毫 微米 进行 
比 色 测定 , 读 取 光 密度 值 。 | 

7. 标准 曲线 制作 | BR EA (1 毫克 /毫升 ) 各 点 样 5、10、15、20 微 升 ; 
或 先 将 蛋白 质 标准 液 稀 杰 成 0.25、0.5、0.75 及 1 毫克 /毫升 ,分 别 点 样 20 微 升 手 层 析 沽 纸 
上 (相当 蛋白 质 含量 2.5、5、7.5 及 10 微克 ), 然 后 在 上 述 样品 测定 的 同样 条 件 下 操作 。( 注 
意 前 取 同样 大 小 面积 的 滤纸 片 进行 洗 脱 )。 

讨论 

(1) 在 操作 步骤 中 ,染色 强度 随 温度 升 高 或 染色 时 间 的 延续 而 加 强 ,因此 要 选用 恒定 
”的 染色 温度 和 染色 时 间 。 另 外 ,低温 有 利于 固定 。 

(2) 洗 脱 下 来 的 比 色 溶 液 颜色 ,至 少 可 放置 12 小 时 而 稳定 ,但 必须 避 光 保存 ,否则 长 
时 间 见 光 会 使 颜色 减退 。 

(3) 使 用 过 的 脱色 液 加 少量 活性 炭 ,过 滤 后 可 反复 使 用 。 

(4) 大 多 数 物质 对 测定 没有 干扰 。 例 如 : 脲 (5M)， 氯 化 钠 (2M)，Tris-HCI(0.1M)， 
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二 硫 苏 糖 醇 (0.001M)， 硫 酸 钠 (0.01M)， Hit (30% ), Ht (0.3M), SC (0.1M), 
氧化 钊 《〈2M)， 磷 酸 氧 二 钠 〈0.3M)，Triton-100(1 匈 )o。 核酸 也 没有 干扰 。 (11% 十 二 
trade: tha PAREN (SDS) 可 使 显 色 程度 减弱 50% 以 上 ; 1% 脱氧 胆 酸 钠 和 1 多 十 二 烷 基 肌 所 
酸 钠 (Sarkosyl) 破坏 线性 关系 。 


SQ 蛋白质 的 末端 测定 


大 多 数 蛋白 质 由 一 条 肤 链 组 成 , 也 有 些 蛋 白质 例如 胰岛 素 、 胰 凝 乳 蛋 白 酶 、 免 疫 球 蛋 
白 、 血 红 蛋 白 和 乳酸 脱 氢 酶 有 一 条 以 上 的 肽 链 组 成 。 每 条 肽 链 的 一 端 具有 游离 的 o- 氨 基 
(氨基 末端 或 N- 未 端 ), 另 一 端 则 为 游离 的 -羧基 (羧基 末端 或 C- 末 端 )。 

1945 年 Sanger 首先 把 二 硝 基 氟 苯 用 于 胰岛 素 N- 未 端的 测定 ,为 研究 蛋白 质 的 细微 
化 学 结构 开导 了 新 的 领域 。30 多 年 来 ,由 于 层 析 、 电 泳 等 分 离 分 析 技 术 的 进展 , 促使 未 端 
分 析 的 技术 迅速 发 展 。 未 端 分 析 技 术 已 进一步 发 展 成 为 解决 蛋白 质 化 学 结构 的 基本 工 
具 , 为 解决 蛋白 质 结构 和 功能 的 关系 开 如 了 途径 。 

来 端 测定 的 方法 很 多 ， 这 里 仅 介 绍 常用 的 N-XMHW— FREER AE (DNS-Cl 
法 ) 和 C- 未 端的 肝 解 法 。 其 它 常 用 于 NAME EME (FENB EAR 
EMR (PTH 法 ) 以 及 用 于 C- 末 端 测定 的 羧 肤 酶 法 可 详细 参阅 潘 家 秀 等 编著 的 “蛋白 质 
化 学 研究 技术 ”。 


一 、 N- 未 端 测定 二 ”一 甲 氨基 凌 矶 酰 毛 法 上 4 


二 甲 氨 基 鞭 磺 酰 毛 (1-dimethylaminonaphthalene-5-sulfony! chloride, 简称 DNS-Cl) 5 
基 酸 或 肽 的 游离 氨基 形成 的 磺胺 衍生 物 在 紫外 光 《〈《365nm) 照射 下 具有 强烈 的 黄色 曹 光 。 
蛋白 质 的 N=- 末 端的 游离 氨基 与 DNS-Cl 缩合 生成 DNS- 和 蛋白质。 在 5.7N HCl, 105°C 水 
解 18 小 时 ，DNS- 和 蛋白 质 的 肽 键 被 打开 ,而 由 于 DNS 基 困 和 氨基 之 间 的 键 牢 固 结合 , 除 


. DNS- 色 氧 酸 全 部 破坏 和 DNS-HPARe (77%), DNS- 丝 氮 酸 (35%), DNS- 甘氨酸 


(18%), DNS-ARB (7%) 部 分 破坏 外 , HR DNS- 氢 基 酸 很 少 破 坏 。 所 形成 的 DNS- 
氢 基 酸 在 酸性 条 件 下 , 可 用 乙酸 乙 酯 抽 提 ,通过 层 析 鉴 定 出 N- 未 端 氨基 酸 的 种 类 。 
本 法 比 二 硝 基 氟 茶 法 灵敏 度 高 100 倍 ,可 测定 Inmole 的 样品 。 酸 水 解 时 ， DNS- 氨基 


酸 比 DNP- 毛 基 酸 稳定 ,操作 也 简便 。 


反应 过 程 如 下 : 
N(CH), 
a /~ 
‘Be Fe + H,N—CH—CO-—NH—CH—CO— NH:------CO—NH—CH—COOH 
VAN 4 | | | 
| R, R, Ra 
SO);CIl (Sak) 


DNS 一 Cl 
|pH9.7 


es 10L « 


N(CH)); 
| 
ee 


| 
sO,—NH—CH—CO--NH—CH —CO—NH.------CO—NH—CH—COOH 
| | | 


R, RE 
(DNS 一 蛋白 质 ) 
| 酸 水 角 
N(CH;), 
| 
he 
VAN + H,N—CH—COOH 
so -NH—GH—COOH dai | 
R, 
(DNS 一 氨基 酸 ) (氨基 酸 ) 
在 有 过 量 DNS-Cl 存在 下 ,有 副 产 物 DNS—NH,: 
N(CH), N(CH;), N(CH), N(CH,), 
@/~\ a/~. ZN Vi 
es | | —i ‖ | | | + HCl 
ae oval dhe | he inh =" Pee 
SO,Cl SO,—NH—CH—COOH sO,—NH—CH— Cc —o—SO, 
N(CH), N(CH), 
ox FY AN 
ec GE.) PE +HC=0+CO+| | | 
间作 二 | 
SO,—NH, SOF 
(DNS—NH,) 
在 PH 高 的 情况 下 ，DNS-C1 要 水 解 ,有 副 产 物 DNS—OH; 
N(CH3), N(CH3), 
| 
Sa 8 oe NSS 
per ae +H, 一 >| | | + HCl 
SS \F 
SO,CI1 SO, 一 OH 
(DNS 一 OH) 


DNS-NH, #1 DNS-OH 在 紫外 光照 射 下 产生 蓝 色 曹 光 ,可 以 与 DNS- 氨基酸 所 呈现 


操作 步骤 
1. DNS- 肽 或 DNS- 蛋 和 白质 的 制备 


的 黄色 萤 光 区 别 开 来 ,在 层 析 图 谱 上 还 可 以 借助 它们 的 相对 位 置 来 确定 氨基 酸 的 种 类 。 


DNS- 肽 的 制备 : 肽 样品 溶液 〈0.1-lnmole) 置 于 小 试管 (4 X 30 BK), RETR 


后 ,加 10 一 15 微 升 0.2M 碳酸 氢 钠 溶液 (如 果 需 要 ,溶液 再 真空 抽 王 以 除去 微量 氮 , 干 物质 
再 溶解 于 15 微 升 无 离子 水 ) 及 等 体积 DNS-Cl 丙酮 溶液 (2.5 毫克 /毫升 ), 这 时 要 求 终 浓 4 
度 分 别 为 : HK lmM, DNS-Cl5mM KAA 5O%, PEER pH 达到 8.5—9.8, WR pH fhe | 
1K FINA BRAT. Bet OUR. 37°C 保温 1 小 时 。 反 应 结束 后 ,真空 干燥 得 DNS- 肽 。 


DNS- 蛋 白质 的 制备 : 10nmole 蛋白 质 样 品 溶解 于 0.5 BF GSM PRAY 0.5M 碳酸 氢 钠 
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溶 芒 中 (溶液 中 应 不 含有 氨 及 和 氰 酸 盐 ), 加 DNS-Cl 丙酮 溶液 (20 毫克 /毫升 ) 0.5 毫升 , 混 
和 后 ,室温 放置 过 夜 或 37%c 放置 数 小 时 。 反 应 液 中 的 盐 和 脲 的 清除 一 一 如 果 DNS- 蛋 白 
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质 旺 沉淀 状态 , 则 离心 和 洗涤 去 盐 ; 如 果 DNS- 蛋 白质 呈 溶 解 状 态 , 则 可 以 透析 去 盐 , 或 
通过 Sephadex G-25 小 柱 层 析 , 蛋 白质 带 的 移动 可 借助 紫外 灯 观 察 ; 操 作 迅速 。 脱 盐 后 的 
DNS- 蛋 白质 真空 干燥 。 

2. DNS- 肽 和 DNS- 蛋 白质 的 酸 水 解 。 大 多 数 情 况 下 ,不 必 从 反应 液 中 除去 
DNS-OH。 将 DNS- 肽 加 50 微 升 (或 DNS- 蛋 白质 加 0.5 毫升 ) 5.7N 盐酸 ,在 试管 抽空 
下 将 管 口 封闭 ,于 105°C 水 解 16 一 18 小 时 。( 以 统 氨 酸 、 亮 氨 酸 或 异 亮 氨 酸 为 N- 未 端 时 
水 解 时 间 应 该 加 长 ;以 且 氨 酸 为 N- 未 端 时 水 解 6 小 时 。) 

3. DNS- 氨 基 酸 的 抽 提 水解 结束 后 ;真空 抽 干 除去 盐酸 ; 干 物质 加 少量 水 溶解 ,在 
pH2 一 2.5 条 件 下 用 乙酸 乙 酯 抽 提 2 一 3 次 ,合并 抽 提 流 , 适 当 减 压 浓 缩 得 DNS- 氨 基 酸 。 副 
产物 DNS-OH 可 留 于 水 相 。 若 是 DNS-Arg, DNS-Asp, DNS-Glu, DNS-Thr, DNS-Ser 
则 它们 天 部 分 或 部 分 留 于 水 相 ,往往 会 遗漏 而 导致 错误 结论 。 这 时 可 将 样品 浓缩 干 , 用 甲 
醇 直接 溶解 后 点 样 层 析 鉴 定 。 

4. DNS- 氨 基 酸 的 鉴定 ”可 用 纸 电泳 、 纸 层 析 、 硅 胶 层 析 及 聚 酰胺 薄膜 层 析 等 方法 
鉴定 。 这 里 选用 聚 酰胺 薄膜 双 相 层 析 ,简易 快速 ，DNS- 氨 基 酸 在 聚 酰胺 薄膜 上 的 曹 光 点 
不 易 消 失 。 

双 相 层 析 时 , 取 聚 酰胺 薄膜 (制备 方法 见 附录 ) 5 x 5 厘米 , 在 左下 角 距 二 边 0.7 厘米 
处 点 样 ,点 样 直径 不 超过 2 毫米 。 用 下 列 溶剂 系统 进行 展 层 。 

溶剂 系统 I: 1.5% FR, 

溶剂 系统 UW: 葵 / 冰 酷 酸 (9:1V/V)。 

溶剂 系统 II: 乙酸 乙 酯 / 冰 栈 酸 /甲醇 〈20:1:1V/V)。 
溶剂 系统 IV: 0.05M 磷酸 三 钠 于 25% 乙醇 中 。 

一 般 情 况 下 用 两 个 溶剂 系统 展 层 。 即 : 溶剂 系统 I 用 作 第 一 相 展 层 , 层 析 后 取出 薄 
膜 除 尽 溶剂 ,以 溶剂 系统 工作 第 二 相 展 层 。 取 出 膜 并 待 膜 和 干燥 后 于 紫外 层 析 灯 下 观察 并 
记录 斑点 的 位 置 。 

如 果 DNS- 天 冬 氨 酸 和 DNS- 谷 氨 酸 、DNA- 丝 氨 酸 和 DNS- 苏 氨 酸 、DNS- 赖 氨 酸 
和 DNS- 组 氨 酸 之 间 分 不 开 时 ,或 DNS- 丙 氨 酸 超过 DNS-OH， 那么 ,在 第 二 相 展 层 后 用 
溶剂 系统 II 进行 第 三 次 展 层 。 

如 果 DNS- 精 氨 酸 和 DNS- 赖 氨 酸 仍 分 不 开 , 可 在 第 二 相 用 溶剂 系统 IV 进行 第 四 次 


” 展 层 。 


将 紫外 灯 下 检 出 的 DNS- 氮 基 酸 位 置 与 标准 图 谱 ( 图 3.7) 比较 ,就 可 确定 N- 末 端 氨 


基 酸 的 种 类 。 


标准 DNS- 氨 基 酸 可 按 下 列 步骤 制备 : 氨基 酸 溶液 (2mM， 用 0.2M 碳酸 氢 钠 溶液 
配制 , pH9 左右 ), 加 等 体积 DNS-Cl 丙酮 溶液 (2.5 毫克 /毫升 ), 摇 义 ,以 胶布 封 住 管 口 ， 
37°C 保温 30 分 钟 。 取 出 ,真空 抽 去 丙酮 ,以 IN 盐酸 酸化 至 pH2 一 2.5， 加 和 人 乙酸 乙 酯 抽 
提 , 上 层 产 生 黄色 昔 光 的 溶液 即 含 DNS- 氨 基 酸 。 


讨论 
(1) DNS-Cl 除了 与 o- 氨 基 反 应 外 ,还 能 与 蛋白 质 的 侧 链 基 团 莹 基 、 咪 哗 基 、s- 氨 
基 和 酚 基 反应 ,但 前 两 者 在 酸 、 碱 条 件 下 均 不 稳定 , 酸 水 解 时 完全 破坏 ;而 DNS-e- 赖 氨 酸 
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3.7 DNS- JE ine Bis 
DNS- 氨 基 酸 在 薄膜 上 检测 灵敏 度 为 0.01 微克 , 也 即 相当 于 10! 克 分 子 浓度 。 


及 DNS-O- 酷 氨 酸 可 以 从 层 析 位 置 与 来 源 于 N- 末 端的 赖 氨 酸 或 酷 氨 酸 所 产生 的 3DNS= 
Wii A BRE DNS- 双 - 酷 氮 酸 区 别 之 。 
(2) 本 法 定量 比较 困难 ,这 里 不 作 介绍 。 


附 录 
一 、 二 甲 氨基 蔡 磺 酰氯 的 制备 * 

NH, | N(CH,) N(CH): 
POs KOH ZYN a\/~S 
| | | + (CH,),so, ————>; | | +PCl—>j| | | 
a4 50 一 5 V4 \W/\F 
SO,H ; sO.H SO3C1 

(DD) : (DNS—Cl) 


(—) 1- 二 甲 氨基 -5- 茶 磺 酰 酸 (DD) 的 制备 


在 500 毫升 三 颈 烧 瓶 中 , 称 和 人 10 克 1- 氨 基 -5- 蘑 磺 酸 和 100 毫升 水 , 在 搅拌 下 加 入 40—45 SEF 25% AAA, 
原料 渐渐 溶解 ,外 用 水 浴 加 热 到 50—55°C, ZERIM GE FAM (CH3),SO, 20 Ft, AK, 在 滴 至 剩余 五 
分 之 一 时 ， 已 有 沉淀 产生 ， 滴 完 pH 约 为 3 一 4， 再 继续 搅拌 20 分 钟 ， 倾 入 500 毫升 三 角 烧 杯 内 ,用 6N HCI 调 至 
p 于 一 I， 有 大 量 析出 ,冷却 放置 一 小 时 后 过 滤 ，, 得 灰 红 色 片 状 结晶 , 即 是 DI 粗 制品 。 

将 DI 粗 制品 加 100 毫升 水 ,用 30% AMAL pH = 10， 加 热 到 沸腾 全 溶 , 用 活性 炭 脱色 , 过滤 ,滤液 用 酸 酸化 
到 pH1， 即 有 大 量 结晶 析出 ,冰箱 放置 过 夜 , 过 滤 , 干 燥 ,得 闪光 粉红 色 结 晶 约 7 一 8 克 , 熔 点 210-215, BAA, 
可 重复 用 水 重 结晶 ,加 水 烧 沸 , 调 PHS 使 溶解 , 滤 去 不 溶 物 , 滤 液 调 至 PH1， 冷 却 结晶 ,过 滤 , 得 DI 结 晶 。 


(=) 1- 二 甲 氨 基 -5- 兼 磺 酰 毛 (DNS 一 CH) 的 制备 (将 干燥 箱 置 于 通风 橱 内 操作 ) 


在 23 厘米 直径 的 研 钵 中 称 人 8 克 DI, 使 均匀 分 布 在 器 壁 , 称 取 PCI, 15 克 , 倒 人 研 钵 ,迅速 磨 碎 , 和 DI 混和 ( 反 
应 放 热 , 有 氧 逸 出 ), 成 粘 稠 灰 棕 色 物 。 即 将 它 渐 滴 人 盛 有 100 一 150 毫升 冰 和 水 的 烧杯 内 ,不 断 搅 研 , 使 成 黄色 油状 物 
粘 附 于 烧杯 器 壁 和 底部 , 空 研 钵 也 用 冰 水 处 理 《〈《 反 应 物 中 有 多 余 PC, BKM, 会 使 生成 的 DNS-Cl 重新 分 解 ， 
故 在 倒 进 冰 水 内 时 ,要 用 力 研 搅 使 保持 低温 ,合并 两 部 分 冰 水 , 留 下 的 黄色 油状 物 用 乙酸 乙 酯 抽 提 数 次 , Ble ee 
淡 黄 色 止 , 冰 水 也 用 乙酸 乙 酯 抽 提 , 合并 抽 提 液 约 700 毫升 ,用 无 离子 水 洗涤 3 一 4 次 ,至 洗涤 至 pH6 为 止 。 将 洗 过 
的 乙酸 乙 酯 置 毛 化 钙 于 燥 1 一 2 天 。 过 着 ,氧化 钙 用 少量 乙酸 乙 酯 洗 两 次 。 洗 滤液 于 低 于 10°C 的 水 浴 内 抽 于 ,得 粗 结 
晶 。 再 用 60—90°C 石油 醚 咨 解 ,过 滤 , 滤 去 棕色 不 溶性 油 粘 物 (少量 ), 滤 液 于 低 于 30°C 的 水 浴 内 抽 于 ,得 橙色 的 结 
fii DNS-Cl。 熔 点 67 一 69"C。 如 去 掉 灯 泡 瓶 底部 分 (熔点 67—69°C), FERRE BA Aa KA 72 一 74*C， 置 干燥 器 内 用 
PO, 干燥 数 天 ,得 产品 5 克 。 


* 中 国 科学 院 生物 化 学 研究 所 东风 试剂 厂 提 供 资 料 。 
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涤纶 片 基 , 切 成 17X35 厘米 ,浸入 10% 氨 氧 化 钠 与 工业 乙醇 (1:1) 混合 液 过 夜 ,以 清水 冲洗 干净 直至 膜 面 不 挂 
水 为 止 。 洗 净 的 涤纶 片 基 趁 温 贴 在 玻璃 板 上 , 片 基 两 侧 贴 上 厚度 为 0.4 毫米 的 聚 氧 乙烯 条 , 待 片 基 表 面 凉 干 后 ,将 玻 
璃 板 放 在 通风 橱 的 水 平 木板 上 。 只 有 木板 达到 水 平 位 置 , 才 能 保证 膜 的 均匀 。 

在 100 毫升 烧杯 内 , 称 信 聚 酰胺 (锦纶 ) 5 克 , 加 甲酸 《8592) 25 毫升 ,用 表面 焉 盖 好 ， 电 磁 搅 拌 溶解 29 2 一 3 小 时 
后 成 透明 清 液 。 将 清 液 倒 在 水 平板 上 的 涤纶 片 基 上 ， 立即 迅速 用 玻 棒 或 拉 摸 推动 , 使 液体 均匀 铺 在 片 基 上 s 《甲酸 是 
易 挥发 腐蚀 的 酸 , 需 带 口 单 及 手套 在 通风 橱 内 操作 ) 膜 铺 好 后 ,立即 关闭 通风 栅 , 让 甲酸 缓慢 探 发 过 夜 ,次 日 ,在 空气 中 
吹 和 于。 不 能 用 高 温 烘 干 , 高 温 易 使 膜 变 形 和 断裂 。 干 后 , 裁 成 所 需 大 小 。 
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原理 


蛋白 质 与 肝 在 无 水 情况 下 加 热 作 用 ,和 蛋白质 的 C- 端 氨基 酸 分 解 出 来 ,其 他 氨基 酸 转 
化 成 它们 芷 应 的 肛 化 物 。 肝 解 下 来 的 C- 端 氨基 酸 借 分 级 抽 提 及 二 硝 基 氮 荆 剂 作用 等 
方法 ,再 用 滤纸 层 析 法 鉴定 ,就 可 知道 该 蛋白 质 的 C 端 氨基 酸 种 类 和 数目 。 

H,N—CH—CO—NH:-->------ ea ot eee ie 


| 
i R, J Ri n-1) R, 


H,NNH,, 100°C 
H,N—CH—CO—NH—NH, + H,N—CH—COOH 
Oe | 


Ry n-1) 


R, 
BALD ; BEB 

操作 步骤 

1. ZAR Hl] 4—PRBAR 

50 克 80% MIZE, 500 HAS 500 克 的 生石灰 在 磨 口 蒸馏 瓶 中 混和 。 盖 上 磨 
ORE KEUK. 次 晨 , 连 上 磨 口 冷凝 管 , 在 冷凝 管 项 上 装 上 氢 氧 化 钠 干燥 管 , 以 小 火 租 
流 3 小 时 。 过 流 完毕 就 改 成 蒸馏 装置 ,蒸馏 之 。 肝 与 甲苯 成 共 沸 混合 物 在 93 一 94"C RI, 
此 时 肝 就 沉 于 容器 底部 而 上 相 是 甲苯 层 。. 这 样 得 到 的 肝 已 相当 纯 ， 不 必 再 去 纯化 脱水 。 
ARRAS OM PRE, 吸取 底层 的 无 水 肝 约 2 BH, 并 一 一 装 于 玻 管内 封闭 之 ， 
置 阴凉 处 哥 存 。 因 无 水 肝 易 吸水 失效 (高 纯度 的 肝 在 空气 中 冒 白 烟 )， 故 此 步 宜 极 迅 速 。 
此 法 比较 安全 ,容易 控制 。 

2. 肝 解 反应 及 游离 氨基 酸 的 抽 提 

C1) 非 催 戈 肝 解 及 醛 类 抽 提 法 : 50 毫克 (0.2—-10 微克 分 子 ) 蛋 白质 样品 置 于 小 试 
管 中 , 在 105°C 干燥 6 小 时 ,迅速 移 置 于 五 氧化 二 磷 的 干燥 箱 内 。 箱 内 预先 准备 小 铂 刀 一 
把 , 当 样 品 冷 却 后 ,就 把 双手 伸 人 干燥 箱 橡皮 手套 ,用 小 铁 刀 切 开 无 水 肝 的 玻璃 管 ,以 橡皮 
头 滴 管 吸取 0.5 毫 升 的 无 水 肝 , 加 人 样品 管 中 ; 在 箱 中 塞 上 小 橡皮 塞 , 迅 速 取出 于 煤气 灯 上 
封闭 之 。 肝 的 用 量 不 宜 太 多 ,样品 管 封闭 完毕 就 置 于 100*c 加 热 4 一 24 kt. BERS DBS 
ARR BEIT TW C- 端 氨基 酸 释放 不 完全 ,得 到 'C- 端 多 肽 ,有 旱 解 时 间 长 则 


* 新 江 黄岩 化 学 分 析 材料 厂 已 有 商品 生产 。 
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C- 端 氨基 酸 释 放 完全 , C- 端 多 肽 就 消失 。 

作用 完毕 , 割 开 玻 管 并 置 于 硫酸 干燥 器 中 , Uk. SAHHRAB She 
出 而 被 浓 硫 酸 吸收 成 硫酸 有 午 回收 。 残渣 以 1 毫升 水 分 三 次 洗涤 , 洗涤 液 合并 置 于 离心 管 
tH, A AY 0.5 毫升 的 新 鲜 蒸 出 的 葵 甲 醛 ; 振 摇 2 小 时 ,离心 取出 上 清 液 , 茶 甲 醛 层 再 以 02 
毫升 水 洗涤 一 次 ,洗涤 液 合并 于 上 清 液 中 。 茶 甲醛 层 中 含有 很 多 氨基 酸 的 肝 化 物 , 可 弃 去 
Z KBD AF LS RES 

(2) PARE (LEHR REE OTHE: 50 毫克 干 Amberlite CG-50 树脂 (小 于 200 目 ,经 1N 
SALA, 2N 盐酸 顺序 处 理 , 水 洗 至 无 氯 离子 后 , 80*c 干燥 ,保存 于 七 有 五 氧化 二 
磷 的 真空 干燥 器 中 备用 ) 和 0.25 微克 分 子 左右 蛋 白质 样品 , 置 于 厚 壁 硬 质 玻 管 (15 x 125 
毫米 ), 加 2 毫升 无 水 肝 。 按 上 述 同 样 方法 封 管 。 80sC HR 60 一 100 小 时 (第 一 天 摇动 
3 一 4 次 )。 如 果 反 应 结束 后 不 立即 分 析 ， 不 要 开口 置 于 冰箱 保存 。 

Ee ER Ja RES ES 25 毫升 圆 底 烧 瓶 中 ,并 用 1 毫升 未 重 蒸 的 脖 (95%*) 洗 试管 

2 次 。 操 作 时 注意 经 常 关 闭 瓶 口 , 以 避免 吸湿 。 全 部 物质 一 起 在 异 丙 醇 . 干 冰 浴 中 充分 冻 
干 ,在 冻 干 的 3 小 时 内 ，, 肝 逃 逸 而 移 去 。 冻 干 物 质 中 含有 树脂 , 肝 化 物 及 游离 氨基 酸 , 基 浮 
于 3 毫升 水 中 ,离心 除去 树脂 并 用 1 毫升 水 洗 二 次 。 合 并 水 溶液 (pH8.5 一 9)， 在 层 析 前 
TL 2N HCl, f@ pH1.5—2.0, r 

EBRUUREXKEWNSRERE ID, 而 得 到 游离 氨基 酸 。 操作 步骤 为 : Amberlite 
IR-120(150A 型 ), 柱 1 x 18 厘米 ,预先 用 pH3.1, 0.2M Ine Rhee. BEER 
应 液 于 pH1.5—2.0 上 柱 , 以 同样 pH3.1 缓冲 液 洗 脱 , 并 控制 流速 30 毫升 /小 时 ,每 2 毫 
升 收集 1 管 。 这 时 全 部 氨基 酸 肝 化 物 吸附 在 树脂 上 ,而 酸性 和 中 性 氨基 酸 在 第 8 一 30 F 
酷 氨 酸 在 第 54 一 60 管 洗 脱 下 来 , 当 洗 脱 液 改 用 pH5.2、0.2M 吡啶 -醋酸 缓冲 液 后 re 
在 洗 脱 液 达 pH5.2 后 的 10 管 内 洗 脱 下 来 。( 组 氨 酸 可 用 pH5.2, 0.4M 吡啶 -醋酸 缓冲 液 
洗 脱 下 来 ,但 这 时 肝 化 物 也 一 起 下 来 ,因此 ,本 法 对 组 氨 酸 不 适用 ,可 改 用 磷酸 纤维 素 柱 层 
析 ) 

树脂 再 生 时 ,水 洗 司 ,与 0.5N 氢 氧 化 钠 一 起 煮沸 1 小 时 ,过 滤 后 ,用 水 和 酸 相继 洗涤 ， 
最 后 用 pH3.1 缓冲 液 平 衡 。 

上 述 两 种 方法 , 非 催 化 肝 解 的 回收 率 较 低 , 某 些 氨基 酸 遭 到 破坏 而 不 易 测 出 ; 如 胱 氢 
酸 、 半 胱 氨 酸 、 谷 氮 酰 胺 及 天 冬 酰胺 , 其 他 如 谷 氨 酸 及 天 冬 氨 酸 的 回收 率 也 低 。 其 余 氮 基 
酸 的 回收 率 均 在 40 一 60 匈 。 而 树脂 -催化 有 旱 解除 赖 氨 酸 外 , 均 可 以 提高 回收 率 。 各 种 氨 
FEB EZR A ER AR EF cK DLR 3.5。 

3. ARR EE 

C 端 释 放 的 游离 氨基 酸 可 以 用 现存 的 任何 方法 进行 检 出 及 定量 。 也 可 以 结合 运用 二 
硝 基 氟 苯 法 。 将 上 述 抽 提 的 含 游离 氨基 酸 的 上 清 液 ( 约 1 毫升 ) 加 入 0.5 BFF 6% NaHCO, 
溶液 再 加 入 3 毫升 .5 多 二 硝 基 氟 苯 乙 醇 溶液 ,于 室温 下 振 摇 90 分 钟 。 作 用 完毕 , 用 氮 
气 吹 尽 大 部 分 的 乙醇 ,并 以 20 毫升 水 稀释 之 。 以 2N 盐酸 酸化 , 用 乙醚 (4 X 10 毫升 ) 抽 
提 至 乙醚 层 无 黄色 为 止 。 将 合并 的 乙醚 溶液 用 25 毫升 2 多 NaHCO; 抽 提 3 次 , 并 以 少量 
乙醚 洗涤 之 。 用 2 多 NaHCO, 抽 提 DPN- 氨 基 酸 时 ,过 剩 的 FDNB 就 留 在 乙醚 中 。 然 后 
将 NaHCo, 溶液 酸化 ,再 以 乙醚 抽 提 ,此 时 DNP- 氢 基 酸 又 被 抽 回 乙醚 层 。 于 灯泡 瓶 中 抽 
气 驱 除 溶 剂 , 除 去 二 硝 基 苯酚 。 
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R35 SHASREREHOKE(%) 
amberlite $5 (4 (HF ie 80°C 


氨基 酸 ”| 非 催化 水 解 100°C 10 小 时 | 一 一 备注 
11 小 时 ”40 小 时 82 小 时 112 小 时 
AM 47 41 37 31 29 
组 氨 酸 43 88 85 73 60 
HAM 25 = oe a = 测定 鸟 氨 酸 
KZA 19 77 40 24 . 20 
苏 氨 酸 52 92 80 79 68 
丝氨酸 39 84 67 67 51 
SAR 16 81 44 39 35 
BA 52 100 96 88 75 
甘氨酸 37 92 69 60 57 
丙 氨 酸 45 96 85 79 74 
Ha BE 76 101 100 108 96 
甲 硫 氮 酸 56 90 86 87 79 Ie FR 
See 54 101 104 107 103 
亮 氨 酸 54 99 94 90 93 
ik AB 44 95 91 92 83 
KAA 59 96 91 93 85 
fea 39 ah 本 eS 
半 胱 氨 酸 - 77 52 25 0 


DNP- 氮 基 酸 双 相 纸 层 析 , 使 用 甲 茶 系 统 和 pH6.0 磷酸 盐 缓冲 液 系统 。 

甲苯 系统 : 甲苯: 吡啶 : 氧 乙 醇 人 5:1.5:3) 按 所 需 量 (大 约 25:7.5:15 毫升 / 张 滤纸 ) 先 
在 分 液 漏 斗 中 充分 摇 匀 ,然后 以 0.5N 氮 水 (15 毫升 / 张 滤纸 ) 慢 慢 地 成 细 流 状 加 入 ,此 时 
不 可 振 摇 , 待 两 相 平衡 四 小 时 后 放出 下 层 氮 水 , 下 层 氨水 用 作 层 析 时 滤纸 平衡 有 机 相 用 
于 层 析 。 

pH6.0, 1.5M 磷酸 盐 缓 冲 液 系统 : 138 克 NaH,PO,-H,O, 71 克 NaHPO, 溶解 于 
蒸馏 水 , 定 容 至 1 升 。 

Birt ,滤纸 (28 x 32 厘米 ) 点 样 后 , 呈 圆 简 形 放 从 层 析 和 仙 , 先 用 氨水 平衡 3 一 5 小 
时 ,再 以 甲苯 系统 有 机 相 用 长 颈 调 斗 自 顶 上 小 孔 加 入 放 滤 纸 的 培养 下 中 。 第 一 相 层 析 的 
好 坏 往 往 取决 于 平衡 ,所 以 平衡 后 , 加 溶剂 时 缸 盖 不 得 轻易 打开 , 以 免 币 内 蒸气 锡 出 而 使 
样品 点 子 ee”, 8 14 一 16 小 时 后 ,第 一 相 层 析 完毕 ,取出 ,在 暗 处 吹 尽 纸 上 溶剂 , 转 
过 90 角度 ,再 做 成 圆 简 形 进 行 第 二 相 层 析 ,用 .pH6.0 磷酸 盐 缓 冲 液 系 统 , 不 需要 平衡 , 层 
析 5 一 8 小 时 。 

层 析 完 毕 , 取 出 暗 处 吹 干 。 根据 层 色 图 谱 上 的 黄色 斑点 的 位 置 ， 对 照 标准 图 谱 〈 图 
3.8) 确 定 是 什么 DNP- 毛 基 酸 。 

定量 时 ,将 黄色 斑点 剪 下 , 置 干 燥 试 管 中 , 加 4 毫升 1 多 NaHCOs 溶液 洗 脱 20 分 钟 。 
如 滤纸 纤维 散布 于 溶液 , 可 离心 除去 。 将 澄清 的 洗 脱 被 在 波长 360 毫 微米 测定 其 光 密 度 
(DNP- ii 2 40 DNP-FSA RTE 385 毫 微米 测定 ), 并 剪 下 同样 大 小 的 空白 纸 片 , 以 4 
毫升 1 多 NaHCOs 溶液 同样 洗 脱 操作 ,以 作 空白 对 照 。 

非 醚 盗 性 的 DNP- 和 氨基酸 的 鉴定 : 取 已 燕 干 的 水 溶液 残 潜 以 酸 丙酮 溶解 ,用 正 丁 醇 : 
BRR: 7k (4:1:5) 作 层 析 溶 剂 , 单 相 就 可 分 开 ( 图 3:9)。 黄色 水 溶液 中 的 成 份 比较 复杂 ， 
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三 
Ps <> DNP -NHz 
Pe ‘ 
Wk 
关 S 
8 
zi = 
N ¥ 
4 ¢ 1.O-DNP- 栈 氮 酸 ， 
a = 2.DNP- 精 氨 酸 ， 
= P 3.8-DNP- 赖 氨 酸 ， 
sé = 4.a-DNP-4a&, 
= & 5.DNP-BE AE, 
| 6 Im-DNP- 组 氮 酸 ， 
7. xc-Im- 双 -DNP-=- 组 


———1.5M 磷酸 盐 缓冲 液 C(PH6) (第 二 相 ) 氨 酸 。 
图 3.8”DNP- 所 基 酸 标准 图 谱 图 3.9 非 醚 溶性 DNP- 氨 基 酸 层 析 图 谱 
除 有 可 能 的 末端 DNP- 精 氨 酸 、 双 -DNP- 组 氨 酸 及 DNP- 磺 基 丙 酸 外 还 有 自由 氨基 酸 、 
s-DNP- 所 基 酸 、Im-DNP- 组 氨 酸 (无 色 )、O-DNP- 酷 氨 酸 (无 色 ) 和 o-DNP-BAR. A 
时 s-DNP- 赖 氮 酸 含量 很 多 ,影响 DNP- 磺 基 丙 酸 的 鉴定 ,可 先 将 Ht AR BPA Te 
换 树 脂 ( 相 当 于 Dowex) 与 浓缩 后 的 水 溶 该 振 摇 30 分钟; 把 s=DNP- 赖 氨 酸 吸 掉 ? 再 用 层 
析 来 鉴定 DNP- 磺 基 丙 酸 的 有 无 。 


讨论 
肝 解 时 间 随 蛋白 质 种 类 不 同 而 有 差异 。 EAC BERRI 一 般 是 lo), 2A 2B 
质 ,如 核糖 核酸 酶 , 原 肌 球 蛋白 需要 24 To BUR TE(L ERIN ,溶菌 酶 20 小 时 ,核糖 核酸 


酶 95 小 时 , 肌 红 蛋白 88 小 时 ,细胞 色素 .<16 yt, TMV 蛋白 46 小 时 。 对 于 未 知 样品 ， 
其 肝 解 时 间 需 要 摸索 。 
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第 四 章 核 wm 类 
“ER FRR AX 


核酸 是 构成 生物 体 最 主要 的 组 成 成 分 乙 一 ,是 遗传 信息 的 载体 ,和 和 蛋白质 的 生物 合成 
密切 有 关 ， 因 此 核酸 在 生物 的 遗传 变异 、 生 长 繁殖 和 分 化 发 育 等 方面 都 起 着 决定 性 的 作 
用 。 核 酸 的 研究 对 于 肿瘤 的 发 生 和 治疗 也 有 重要 的 意义 。 目 前 核酸 的 研究 已 成 为 生物 吃 
学 和 分 子 生物 学 中 的 一 个 重要 内 容 5 

无 论 从 事 核 酸 哪 一 方面 的 研究 工作 , 核酸 类 物质 的 定量 测定 都 是 一 种 基本 手段 。 宪 
种 分 析 测 定 的 方法 都 以 核酸 类 物质 的 特性 为 依据 。 核 酸 是 由 磷酸 成 糖 、 碱 基 所 组 成 的 核 
苷 酸 的 多 聚 高 分 子 。 根 据 所 含 成 糖 的 种 类 ,核酸 可 以 分 为 核糖 核酸 (RNA) 和 脱氧 核糖 核 
酸 (DNA) 两 大 类 。 核酸 分 子 内 含有 磷 ， 一 般 RNA HABA 8.5—9.0%, DNA HE 
磷 为 9.2% ， 因 此 可 用 定 磷 法 来 测定 核酸 的 含量 。 RNA 中 含有 核糖 ，DNA" 中 含有 脱氧 
核糖 ,它们 各 有 特殊 的 颜色 反应 , 因此 可 用 定 糖 法 来 测定 核酸 的 含量 。DNA 和 RNA 所 
含 碱 基 都 具有 共 斩 双 键 的 杂 环 结构 ,对 紫外 线 有 特异 的 吸收 作用 ,因此 根据 对 紫外 线 吸收 
的 强 弱 不 但 可 以 测定 核酸 的 含量 ,还 可 利用 不 同 波长 光 吸 收 的 比值 来 判断 核 背 酸 的 种 类 。 
此 外 结合 层 析 \ 电 泳 等 技术 还 可 以 测定 核酸 中 碱 基 的 比例 , 酶 解 核酸 片段 的 分 离 。 

本 章 介绍 核酸 中 常用 的 化 学 测定 方法 。 着 重 于 核酸 的 定量 测定 和 核酸 水 解 产物 的 分 
离 鉴 定 , 辅 以 核酸 的 分 离 提 取 和 核酸 的 水 解 。 


第 一 节 ”核酸 的 分 离 提取 


核酸 的 提取 是 研究 核酸 的 结构 、 功 能 及 其 理化 性 质 的 前 提 。 核酸 是 具有 生物 活性 的 
高 分 子 聚合 物 ,， 它 的 生物 活性 很 易 在 制备 过 程 中 受到 破坏 。 为 了 分 离 得 到 高 度 聚 合 状态 
的 天 然 核酸 ,在 分 离 提取 时 必须 采用 温和 的 条 件 , 避免 过 碱 过 酸 ,， 避免 剧烈 的 长 期 搅拌 和 
切割 ,防止 热 变 性 及 核酸 降解 酶 类 的 作用 等 。 一 般 还 常用 柠檬 酸 钠 ， 亿 二 胺 四 忆 酸 抑制 
DNA 酶 ,用 皂 土 抑制 RNA 酶 。 如 果 应 用 十 二 烷 基 砚 酸 钠 或 苯酚 法 作为 核 蛋 白 的 解 聚 剂 
与 蛋白 质 的 变性 剂 来 分 离 核 酸 ,与 此 同时 这 类 物质 也 能 抑制 核酸 降解 酶 类 , 因此 稍 能 取得 
较 好 的 效果 。 

核酸 的 提取 方法 较 多 , 目的 不 同 可 采用 不 同 的 方法 。 如 为 了 得 到 有 生物 活性 的 高 缚 
程度 的 核酸 ,一 般 用 SDS 法 \ 酚 法 或 氧 仿 - 异 戊 醇 法 去 蛋白 质 ， 如 所 得 的 核酸 是 用 来 制造 
医药 或 药品 工业 核 背 酸 类 药物 ， 那 么 制品 有 些 降 解 与 变性 也 不 成 问题 ， 可 用 浓 盐 法 。 另 
外 ,生物 材料 的 不 同 所 采用 的 方法 也 异 。 

由 于 方法 不 同 , 或 即使 用 同一 方法 但 由 于 具体 条 件 及 操作 步骤 的 不 同 , 往 往 所 得 制品 
的 生物 活性 \ 理 化 性 质 、 含 量 与 纯度 也 会 有 差异 , 这 也 是 各 实验 室 所 推导 数据 不 一 致 的 原 
因 。 
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核酸 制品 的 标准 问题 较为 复杂 。 确 定 核 酸 的 含量 与 纯度 可 应 用 紫外 吸收 法 和 化 学 方 
法 5 确定 核酸 的 聚合 程度 可 用 测定 沉降 常数 \ 粘 度 和 分 子 量 物理 化 学 方法 。 但 要 确定 天 然 
状态 程度 ,最 好 是 测定 它 的 生物 活性 。 


一 、DNA 的 提 取 


(一 ) 小 牛 胸腺 DNA eR” 


小 牛 胸腺 和 鱼 类 精子 中 含有 较 多 的 DNA， 是 提取 DNA 的 良好 材料 。 脱氧 核糖 核 
蛋 自 和 核糖 核 蛋 白 的 分 离 主要 利用 它们 在 ,0.14M NaCl 溶液 中 溶解 度 的 显著 不 同 。 脱氧 
核糖 核 蛋 白 在 0.14M NaCl 溶液 中 溶解 度 很 低 , 只 及 它 在 纯 水 中 的 溶解 度 1%, Te 1M 
NaCl 溶液 中 ; 它 的 溶解 度 至 少 是 在 水 中 的 二 倍 。 相 反 核 糖 核 蛋 白 能 在 0.14M NaCl Hy 
解 。 利 用 这 一 点 ,可 以 使 脱氧 核糖 核 蛋 白 与 核糖 核 蛋 白 分 开 。 


试剂 
SSC 液 ”， 含 0.15MNacl 和 0.015M 柠檬 酸 三 钠 的 溶液 ，pH7.0 。 
2.0.1'SSC 液 HW SSC 液 用 蒸馏 水 稀释 十 倍 即 成 。 
3.10SSC 液 含 1.5MNacl 和 0.15M 柠檬 酸 三 钠 的 溶液 。 
4.10% 十 二 烧 基 础 酸 钠 (SDS) (FA 45% 乙醇 配制 ) 
5. At —-tRE BRAK (24:1V/V) 
6. 0.15M NaCl—0.1M GI ROELRO# CEERI HES . 
7. NaCl(C.P.) | 
8.70%, 95% 乙醇 


操作 步骤 


1. 小 牛 胸 腺 的 净化 “将 小 牛 胸 膀 漫 于 预先 冷却 的 , 0.15M NaCl -和 : 0.015M FREER 

三 钠 混合 液 ( 简 称 SSC 液 ) 中 ,去 杂质 ,脂肪 ,血块 等 ,再 用 'SSC 液 反复 洗涤 数 次 至 无 血色 
Poh ti 

2. 义 浆 、 去 除 核糖 核酸 核 蛋白 向 洗 净 的 胸腺 加 五 倍 重量 :SSC WK, ARBOR 
器 勾 浆 ,直到 大 部 分 细胞 破碎 后 倒 人 预 冷 的 离心 杯 中 以 4000 转 / 分 离 忆 十 分 钟 ; 弃 去 上 清 
被 ( 含 核糖 核酸 核 蛋白 ), 沉 淀 物 ( 含 脱氧 核糖 核酸 核 蛋 白 ) 再 加 二 倍 体积 的 SSC HK... 
离心 。 如 此 重复 二 次 。 

3. 解 离 脱氧 核糖 核酸 核 蛋白 将 沉淀 悬 于 五 倍 体积 pH8 的 0.15MNaCl—0.1M Z, 
二 胺 四 乙酸 二 钠 (EDTA PEAR, 在 搅拌 的 同时 慢 慢 滴 加 10 匈 + RRR 
最 终 浓度 为 1 多 ,随后 加 人 固体 NaCl 使 其 最 后 浓度 达到 1M, 继续 搅拌 30—60 Hs 使 
NaCl 4274 fF. 

4. 去 蛋白 质 与 况 演 DNA 向 上 述 溶液 加 和 人 等 体积 氧 仿 异 成 醇 (24:1: V/V) 激烈 
摇 荡 20 分 钟 , 4000 转 / 分 离心 30 分 钟 ， 取 上 层 水 相 加 二 竺 体 积 预 冷 的 95% 乙醇 ， 用 玻 
6 85¢ DNA 纤维 , 挤 干 ,用 70 多 乙醇 洗 二 次 , 再 用 95% 乙醇 洗 一 次 , 溶 于 0.1 SSC 液 中 ， 


Tite 


用 氯仿 - 异 成 醇 重复 去 蛋白 质数 次 ,直到 中 间 蛋 白质 层 极 少 或 消失 为 目 ,， 上层 水 相 用 95% 
乙醇 沉淀 ,捞取 的 DNA 白色 纤维 ,取出 挤 干 , WF 0.1 SSC RH, 次 解 后 再 加 10 SSC 
液 ,使 SSC 液 的 最 终 浓 度 达 到 1 SSC， 放 于 冰箱 中 保存 备用 。 

5. 含量 及 纯度 测定 FLERE. AME, 定 糖 法 测定 含量 , 用 福 林 酚 试剂 法 
测 此 DNA 制品 中 蛋白 质 的 含量 ;来 检 别 所 得 DNA 的 纯度 ,并 计算 每 克 胸 腺 中 DNA 的 
含量 。 

(=) 微生物 DNA 的 提取 
原理 


为 了 研究 微生物 中 遗传 物质 DNA 的 生物 、 化 学 和 物理 特性 ,必须 分 离 得 到 具有 高 度 
聚合 状态 的 天 然 DNAS 

由 于 细 著 具有 坚韧 的 细 炮 壁 ,有 的 细菌 对 十 二 烷 基 故 酸 钠 (SDS) 有 抗 性 ,因此 可 先 用 
溶菌 酶 溶解 细胞 壁 , 然后 再 用 SDS 处 理 , 使 菌 体 进 一 步 溶 解 而 释放 出 核酸 与 蛋白 质 。 另 
外 SDS 具有 抑制 脱氧 核糖 核酸 酶 的 作用 并 使 部 分 蛋白 质变 性 。 溶 菌 后 所 得 的 高 粘度 悬 液 
在 pH8.2 的 水 饱和 酚 的 作用 下 ,可 以 使 DNA 活性 不 丧失 而 蛋白 质变 性 , eae 
EA. 但 必须 注意 细菌 细胞 中 含有 大 量 的 RNA， 如 要 得 到 较 纯 的 DNA 可 用 核糖 核 
酸 酶 处 理 , 使 RNA 降解 而 除去 ,也 可 用 异 丙 醇 选择 性 的 沉淀 DNA, 而 RNA BEAR ， 
中 ,最 后 用 95 匈 乙醇 作 沉 淀 剂 而 得 白色 纤维 状 的 DNAS 


试剂 

(1) 0.15M 氯 化 钠 -0.1M 乙 二 胺 四 乙酸 二 钠 溶液 ，pH8.0。8.76 HLA 7298 Z 
二 胺 四 乙酸 二 钠 加 800 毫升 蒸馏 水 ,并 以 NaOH iH pH8.0, CAF 1000 BF, 

(2) Tris-SDS 缓冲 液 : pH9.0 0.1M Tris 缓冲 液 中 含有 1%SDS 和 1M 氯 化 钠 。 

(3) 水 饱和 酚 : 新 鲜 重 蒸 酚 用 水 饱和 后 以 SN NaOH 调 至 pH8.2。 

(4) SSC 溶液 : 含 0.15M 氧化 钠 和 0.015M 柠檬 酸 三 钠 的 溶液 ，pH7.05 

(5) 0:1 x SSsC 溶 液 ， 取 SSC 溶液 用 蒸馏 水 稀释 十 倍 即 成 。 

(6) 10 SSC yi: 含 1.5M 氧化 钠 和 0.15M 柠檬 酸 三 钠 的 溶液 。 

(7) 结晶 溶菌 酶 : (生化 试剂 ,活力 10,000 至 20,000 单位 ), 以 氧化 钠 - 乙 二 sales al 
二 钠 (pH8.0) 溶液 配 成 每 毫升 2 SHAMS 

(8) 结晶 牛 胰 核 糖 核酸 酶 (RNase， 生 化 试剂 ); 以 0.1M 氧化 钠 一 0.01MpH5.4 AM 
盐 缓冲 液 配 成 每 毫升 2 毫克 的 酶 液 ， 使 用 前 此 酶 先 在 80°C 水 浴 中 加 热 10 分 钟 进行 预 处 
理 ,使 污染 的 脱氧 核糖 核酸 酶 失 活 。 

(9) Fuk HAE. 95% 艺 醇 \70% 乙醇 。 


操作 步骤 

1. EAE (CB. Subsilis) 的 培养 20R 50 毫升 三 角 烧 瓶 内 分 别 装 放 30: 毫 升 肉 
汤 培 养 基 ，15 磅 灭 菌 15 分 钟 , 冷 却 后 接种 ，37%c 摇 床 上 培养 .12 一 15 小 时 。 

2. 菌 体 收集 及 洗涤 “将 枯草 杆菌 培养 液 合 并 在 冰 水 浴 中 预 冷 ，3000 转 /分 离心 20 
分 钟 , 弃 去 上 清 液 ;以 预 冷 的 25 毫升 氯 化 钠 - 乙 二 胺 四 乙酸 工 钠 (pH8.0) 溶 该 洗涤 菌 体 ， 
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经 3000 转 /分 离心 20 Hh, FEELAK. 

以 少量 氧化 钠 - 乙 二 胺 四 乙酸 二 钠 (pH8.0) 溶液 将 菌 体 完 全 转移 到 已 称 重 的 刻度 离 
WH, 3000 转 / 分 离心 20 分 钟 , 小 心 吸 去 上 清流 后 称 重 , 计 算出 湿 菌 体重 量 。 

3. 溶菌 ， ”加 入 与 湿 菌 体 同 体积 的 每 毫升 2 毫克 的 溶菌 酶 溶液 , 搅 匀 后 在 37%C KK 
中 保温 .10 一 20 分 钟 , 当 菌 流 开始 发 粘 时 取出 , 倒 于 50 毫升 烧杯 中 ,立即 将 烧杯 放 人 干冰 
浴 中 冷冻 。 按 1 克 湿 菌 体 加 8 SH Tris 一 SDS 缓冲 液 的 比例 把 缓冲 液 加 大 到 已 冷冻 的 细 
胞 中 ,用 玻 棒 捣 碎 ， 使 成 悬 译 该 。 在 60sc 水 浴 中 使 此 悬浮 芒 温 热 到 完全 融化 。 溶 菌 完成 
后 得 到 粘 稠 状 溶液 。 

4. 酚 去 蛋白 质 ”已 溶菌 的 悬 序 芒 置 于 磨 口 塞 细 口 瓶 中 ,加 入 等 体积 的 水 饱和 酚 ,在 
4sC 下 手 摇 20H. GEIZLERT 3000 转 / 分 离心 15 分 钟 , 离 心 后 分 三 层 , 上 层 液 相 含 有 
DNA， 中 间 为 变性 蛋白 层 , 下 层 为 酚 层 。 小 心 吸出 上 层 液 相 , BEAR, 再 加 等 体积 的 水 
饱和 酚 抽 提 去 蛋 和 白质 。 如 此 反复 三 到 四 次 直至 中 间 蛋 白质 层 极 少 或 消失 为 止 。 小 心 吸 出 
LEK. FEBRERO 

5. 核糖 核酸 酶 去 RNA 加 每 毫升 为 .2 毫克 的 经 预 处 理 过 的 核糖 核酸 酶 溶液 到 含 
@ DNA 的 土 层 水 相 中 ,使 此 酶 的 最 终 浓度 为 每 毫升 .50 微克 ,混合 液 在 37°C 下 保温 30 
分 钟 , 冷 却 后 再 加 等 体积 的 水 饱和 酚 ,， 4c 下 摇动 10 分 钟 , 离 心 后 , 收集 含有 DNA 的 上 
层 水 相 , 量 其 体积 

6.DNA 的 沉 演 ”加 2 倍 于 DNA 溶液 体积 的 预 冷 95% 乙醇 , 即 有 白色 纤维 状 的 
DNA 沉淀 析出 ,以 玻 棒 缓 慢 转 动 ,白色 纤维 状 的 DNA 即 缠绕 于 玻 棒 上 。 

DNA 沉淀 分 别 在 70 匈 ,95 多 乙醇 中 洗涤 后 ; 压 于 ， 将 此 DNA 放 人 试管 内 ， 加 14 
毫升 0.1 SSC 溶液 ; 待 DNA 溶解 后 补 加 0.4 毫升 10 SSC WR, 使 DNA 成 1 SSC 深 
液 。 

7. 含 量 测定 ”， 详 见 紫外 法 及 定 磷 法 测 核酸 含量 ， 改 良 二 苯胺 法 测 DNA B, BK 
酚 法 测 蛋 白质 量 。 

计算 出 每 克 湿 菌 体 中 DNA 的 含量 及 DNA 制品 中 蛋白 质 的 含量 。 


二 、RNA 的 提取 吧 
(一 ) 肝脏 RNA 的 提 权 


在 低温 下 把 组 织 匀 浆 , 利 用 核糖 核 蛋白 在 .0.14M NaCl 溶液 中 较 易 溶解 的 特性 , 使 与 
脱氧 核糖 核 蛋白 分 开 ,再 用 蛋白 质变 性 剂 去 除 蛋白 质 , 使 RNAI 释放 出 来 , 用 乙醇 沉淀 即 
得 RNA 的 沉淀 物 。 


试剂 
(1) SSC 溶液 ， 含 0.15M 氧化 钠 和 0.015M 柠檬 酸 三 钠 的 溶液 ，pH7.0。 
(2) 5% 十 二 烷 基 础 酸 钠 (SDS) (AF 45% CH). 


(3) 水 饱和 酚 , 新 鲜 重 蒸 酚 用 水 饱和 。 
(4) 95% 乙醇 -2 多 GER FR 
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(5) 95% 乙醇 。 
(6) kA HHS 


RSH 
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2.9% FAAS SSC 液 洗 去 血水 , 倾 去 洗涤 液 , ARBAB RR. in 
SSC 液 ( 按 肝 重 计 每 克 新 鲜 肝 加 2 毫升 SSC 液 ) 倒 人 玻璃 匀 浆 器 磨 研 .10 分钟 56。 

3. 分 离 RNA- 核 蛋白 倒 出 匀 浆 用 纱布 过 滤 ;滤液 经 3000 转 / 分 离 忆 20 分 钟 , 离 
心 后 分 工 层 : 上 层 为 RNA- 核 蛋白 ,下 层 为 细胞 核 及 细胞 碎片 。 

4. 解 聚 RNA- 核 蛋白 BEER OH, BEAR MASS SDS 溶液 ， 使 其 最 
终 浓 度 为 05% FA, BEY. | 

5. 酚 去 蛋白 质 向 上 述 溶液 加 等 体积 预 热 到 65°C WKH. BORE 65°C 
水 浴 中 摇动 10 分 钟 ,再 移 到 冰 浴 中 摇 荡 10 分 钟 ,经 3000 转 /分 离心 15 SH BD ADH 
层 : 上 层 水 相 含 RNA， 中 层 为 变性 蛋白 质 与 少量 RNA, FRAME. 小 忌 吸 出 水 相 再 
加 等 体积 的 水 饱和 酚 抽 提 去 蛋白 质 , 如 此 重复 2 一 3- 次 ,直到 中 层 有 极 少 或 无 变性 蛋 自 质 
出 现 。 吸 出 上 层 水 相 加 2.5 倍 体积 预 冷 的 95% Ci—2% 栈 酸 钾 沉 淀 - RNA， 离 忌 收 集 
RNA,， 溶 于 SSC 溶液 中 ,再 用 95% 乙醇 沉淀 一 次 ;沉淀 的 RNA HAF SSC 溶液 中 , 贮 
于 冰箱 中 备用 。 A 

6. 含量 及 纯度 测定 ，， 详 见 后 面 紫外 法 和 定 磷 法 ,利用 若 黑 酚 法 测 - RNA 的 量 ; 福 林 
酚 试 剂 法 测 RNA 制品 中 蛋白 质 含量 ， 计 算 每 克 新 鲜 肝 脏 RNA 的 含量 及 RNA 制品 中 
蛋 自 质 的 百分数 。 


(=) BS RNA HR” 
原理 


酵母 中 RNA 含量 特别 多 ,可 占 干 重 3 一 10% EA, DNA 含量 很 少 ， 约 占 干 重 的 
0.5% 或 者 更 小 ,因此 多 采用 酵母 来 提取 RNA。 

提取 RNA 的 方法 很 多 ， 可 根据 制备 目的 的 不 同 而 采用 不 同 的 方法 。 浪 用 的 有 策 碱 
法 和 浓 盐 法 。 稀 碱 法 是 用 稀 碱 使 细胞 壁 溶解 ,操作 简单 , 抽 提 时 间 短 , 但 所 得 产品 有 不 同 
程度 的 解 聚 。 浓 盐 法 的 依据 是 酵母 在 高 浓度 盐 溶液 中 细胞 壁 发 生 破损 ， 经 加 热 RNA 从 
细胞 质 内 释放 出 来 ,并 利用 等 电 点 性 质 把 其 从 淤 液 中 沉淀 出 来 * 记 得 的 RNA 已 有 部 分 变 
性 ,产品 主要 作为 制备 各 种 核 背 酸 及 核 背 的 原料 。 

若 要 提取 接近 RR 状态 的 RNA， 可 采用 苯酚 法 或 氯仿 - 异 成 醇 去 蛋白 质 制备 
RNA。 . : 


试剂 

(1) NaCl(C.P.), 
(2) 6N HCl, 
(3) 95% 乙醇 。 
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操作 步骤 


1. 洗涤 酵 母 ” 取 啤 酒 酵母 于 4%C 下 用 水 洗涤 3 一 4 次 ，3000 转 / 分 离心 10 分 钟 得 
酵母 泥 , 取 20 克 酵 母 泥 于 培养 阻 中 , 置 于 100; 烘箱 中 烘 干 ,测定 其 含水 量 , 一 般 含水 量 
在 80% 左右 。 

2: 抽 提 一 般 抽 提 时 控制 干 酵母 量 与 食盐 水 之 比 为 1:10, HORAK EA 8 一 
10%, 称 取 酵 母 泥 25 克 《 相 当 于 干 酵母 重 5 克 左 右 ) 制 成 相当 于 干 酵母 重 10% HAF 
WIA 20% 的 盐水 20 毫升 ,搅拌 均匀 ，, 放 于 沸水 浴 中 抽 提 2 小 时 。 

3. 分 离 ，，” 将 抽 提 液 取 出 迅速 冷却 ,分 装 到 离心 管内 于 3000 转 /分 离心 30 分 钟 , 使 
HERKSAARASD BS. 

4. jL% RNA “离心 所 得 的 上 清 液 , 倒 人 烧杯 内 ， muha 20 分 钟 ,在 搅拌 
下 小 心地 用 6N HCl 调节 pH 至 2.5, 在 冰 浴 中 静 置 20 分 钟 ,使 RNA 沉淀 完全 ，3000 
转 / 分 离心 15 分 钟 , 得 到 RNA 沉淀 ,用 70% 乙醇 洗 2 次 ，90% CBB 2 次 ,干燥 , 即 得 
RNA 制品 。 

5. 含量 测定 “用 紫外 法 及 定 磷 法 测定 此 制品 中 RNA 的 量 ， 计算 每 克 干 酵母 中 
RNA 的 量 ， 用 福 林 法 测 蛋 白质 的 含量 。 


第 二 节 ， 核酸 及 其 组 分 的 定量 测定 
<-, 3 RE 


BEBE YSRHABULSD, RNA 23H 8.5—9.0%, DNA % 9.2%, 
即 核酸 重量 为 磷 重 量 的 '11 倍 左右 ,每 测 得 工 毫克 核酸 的 磷 ， 即 表 示 合 有 11 毫克 左右 的 核 
酸 , 因 此 可 用 定 磷 法 来 测定 核酸 的 含量 。 
“用 浓 硫 酸 将 核酸 消化 ,使 其 有 机 磷 氧 化 成 无 机 磷 , 而 无 机 磷 与 定 磷 试 剂 中 钼 酸 匀 反 应 
生成 的 磷 钼 酸 贸 , 在 一 定 酸 度 下 遇 还 原 剂 时 , 其 中 的 高 价 钼 被 还 原 成 低 价 钼 ,生成 深蓝 色 
的 物质 钼 蓝 , 该 物质 在 660nm 处 有 最 大 的 吸收 值 , 在 一 定 的 磷 浓 度 范 围 内 ， 蓝 色 的 深浅 与 
磷 含 量 成 正比 。 为 了 求 得 含 磷 量 与 光 密 度 的 关系 ,必须 先 用 标准 无 机 磷 溶 液 〈KH:PO,) 
与 定 磷 试剂 反应 ,作出 无 机 磷 含 量 与 光 密 度 关系 的 标准 曲线 。 

为 了 消除 核酸 样品 中 原 有 无 机 磷 杂 质 的 影响 ,应 同时 测定 核酸 样品 的 无 机 磷 ， 并 内 总 
磷 中 减 去 无 机 磷 , 才 能 代表 核酸 中 真正 所 含 的 磷 。 

定 磷 法 准确 性 好 ,灵敏 度 比 较 高 ,最 低 可 以 测 到 每 毫升 10 微克 核酸 的 水 平 ,因此 可 作 
为 紫外 吸收 法 和 定 糖 法 的 基准 方法 。 

这 里 介绍 酸 解脱 磷 及 过 碘 酸 氧化 法 脱 磷 二 种 方法 。 
(一 ) RRR 

原理 


将 被 测 核酸 样品 与 浓 硫 酸 、 催 化 剂 一 起 加 热 ; 有 机 物 便 被 分 解 ,此 过 程 称 为 消化 。 核 
酸 样 品 中 有 机 磷 被 分 解 并 氧化 成 无 机 磷酸 ,可 用 钼 蓝 比 色 法 测定 之 。 BERNARD TE 
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酸 都 可 用 此 法 脱 磷 。 

此 外 , 呆 叭 类 核 苷 酸 也 可 用 1.5N HCI 100°C 水 解 工 小 时 脱 磷 ; 了 喀 啶 类 核 昔 酸 可 用 
10N H,SO, 消化 1 一 2 小 时 脱 磷 。 

试剂 

1. 标准 磷 深 液 ( 含 磷 5 微克 /毫升 ) ”准确 称 取 KH,PO, ( 先 在 105°C 烘箱 中 烘 至 恒 
重 ) 0.4389 克 定 容 至 100 毫升 , 即 含 磷 为 1 毫克 /毫升 作为 贮备 液 , 用 时 再 将 该 液 稀 释 200 
倍 , 含 磷 量 为 5 微克 /毫升 。 

2. 定 磷 试 剂 6N H,S0,:2.5% 钼 酸 铵 :水 :10 厂 抗坏血酸 王 1:1:2:1(V/AV) 

此 试剂 要 按 上 述 次 序 现 配 现 用 , 置 于 棕色 瓶 中 , AAA AMR Ra, See 
ARRRAMHK. 10% 抗坏血酸 避 光 保存 于 冰箱 中 可 用 1 一 2 个 月 , 在 反应 中 作 还 原 
Fille 


操作 步骤 


1. 标准 曲线 制作 .分别 吸取 标准 磷 溶 液 〈5 微克 /毫升 ) 0、0.5、1.0、1.5、2.0 2.5 
毫升 ,加 定 磷 试剂 3 毫升 ,45%C 保温 20 分 钟 , 测 ODa 值 。 

以 含 磷 量 (微克 ) 作 横 座 标 ，ODem 值 为 纵 座 标 , 制作 标准 曲线 , 求 出 标准 曲线 常数 天 
值 (OD = 1.0 时 的 含 磷 微 克 数 )。 天 值 因 仪器 ,测定 条 件 及 试剂 的 不 同 而 蜡 , 故 样品 与 标 
准 曲线 应 该 用 同一 批 试剂 ,同一 人 台 仪 器 及 相同 测定 条 件 。 

2. 样品 总 磷 量 测定 

C1) A: 取 1 毫升 被 测 样品 溶液 (也 可 取 固 体 样 品 ) 约 含 2.5 一 5 毫克 核酸 ， 置 于 消 
化 管 中 , 加 入 工 毫升 36N 浓 硫 酸 及 约 50 毫克 催化 剂 (CuSO,-5H,0:K,SO, = 1:4W/W), 
在 消化 炉 上 小 火 加 热 至 发 生 白 烟 ,样品 由 黑 变 成 内 黄色, 取 下 稍 冷 ,小 心地 滴 加 2 i 30% 
过 氧化 氧 溶 液 促 进 其 氧化 ， 继 续 加 热 至 溶液 呈 无 色 或 浅 蓝 色 为 止 \ 稍 冷 ， 加工 毫升 水 ,在 
100°C 加 热 10 分 钟 以 分 解 消 化 过 程 中 形成 的 焦 磷酸 ,冷却 至 室温 (空白 对 照 不 加 样品 同样 
消化 加 背 化 滚 和 空白 对 照 都 用 蒸馏 水 定 容 至 50 毫升 ,使 咨 液 达到 一 定 酸 度 。 

(2) 显 色 测 定 : RAGIN, 一 支 加 和 人工 毫升 稀释 的 消化 液 , 蒸馏 水 2 毫升 ; 另 一 支 
加 和 人 空白 对 照 的 稀释 液 1 毫升 ,蒸馏 水 2 毫升 。 各 加 定 磷 试剂 3 毫升 , 摇 匀 ,在 45sC 保温 
20 分 钟 , 测 ODeo 值 。 

3) 样品 中 无 机 磷 含 量 的 测定 :” 取 上 述 未 经 消化 的 样品 溶液 1 毫升 或 固体 样品 ( 含 
2.5 一 5 毫克 核酸 ) 定 容 至 50 毫升 , 取 1 毫升 加 蒸馏 水 2 毫升 ,加 定 磷 试剂 3 毫升 ,在 45°C 
保留 20 分 钟 , 测 OD 空白 以 水 代 样 品 。 

Pei PRR RRA) ai % 
(OD 660 Fe BE — OD oon FE DLBE) X K X D X 11 
V 


i, ns 1. |! 100% 


K; 标准 曲线 常数 


DB. RRR ACI SE SE I he ele Boe x gy) Dy iat 
: FE prac gig, 的 数值 ,车 样品 是 固体 ; 则 一 消化 后 定 容 的 毫 和 
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数 
: 比 显 色 测 定时 取样 毫升 数 
C: 样品 浓度 (毫克 /毫升 ), 若 样品 是 固体 , 则 C 为 样品 重量 (毫克 ) 


计算 示例 : 测定 某 厂 生产 RNA 制品 的 含量 ,， 取 5 毫克 样品 按 上 述 步骤 操作 ,， ORS 


及 一 17.5 BBE ODua = 0.390， 无 机 磷 -“ODaa = 0.004 


(0.390 — 0.004) X 17.5 X 50 X 11 y jq9% 


1 
则 样品 RNA &% (SRE) = 5 X<10° 


HE: ARE aR BE Re Be a BRAD» WA a ST ACR a BE et A Ue AY A BE Bo 


(=) 过 碘 酸 氧化 脱 磷 法 
原理 


= 75.8% 


5 -核糖 核 蔡 酸 的 2，3 位 上 有 二 个 顺 式 自由 羟基 ， 用 过 碘 酸 氧化 断裂 成 双 醛 化 合 物 
后 ,可 与 甲 胺 生成 加 成 物 , 该 加 成 物 在 酸性 条 件 下 定量 地 脱 去 5 -磷酸 ,加 入 定 磷 试剂 后 ， 
此 磷酸 与 定 磷 试剂 反应 生成 钼 蓝 物 质 , 可 进行 比 色 测 定 。 此 法 只 可 测 5 一 核糖 核 苷 酸 ， 可 


测 得 样品 核 背 酸 溶液 最 低 浓 度 为 10 微克 /毫升 。 


反应 式 如 下 : 
®--H,C fe) B ®—H, re) B 
a vy HIO, vee eves CH;NH 
一 一 一 ~ if 一 一 一 一 
一 一 HC CH 
OH OH i | 
re) O 
@®—CH, fe) ®—H,C oO 
me ip: + Me a Pit Bpex 
Hc CH HC CH 
AN 7X 1 | 
, fe) N N 
Oy on CH, 
®: ALB 
Pi: 无 机 磷酸 
B: 碱 基 
X: 结构 未 定 物 质 
试剂 


16% 过 碘 酸 试剂 3 oe it HR RE FA NasHzIOs (或 2.1 克 NalO,) 加 5 毫升 6N 


H:SO,， 加 蒸馏 水 至 50 毫升 , 贮 于 棕色 瓶 中 。 
2.30% CLF 97% 乙 二 醇 155 毫升 ,加 蒸馏 水 至 500 毫升 。 
3.2M # fie 30% 甲 胺 50 毫升 ,加 蒸馏 水 至 250 BH. 


操作 步骤 


1. 标准 曲线 制作 ”用 KHPO 配 成 5 微克 /毫升 的 标准 磷 溶 液 , 吸取 0, 0.5, 1.0, 
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1.5, 2.0 毫升 ,补水 到 2 毫升 ,加 69% 过 碘 酸 试剂 0.1 2H. RY.SRRM1SHReEAYM 
30% CUB 04 毫升 (以 破坏 剩余 过 碘 酸 ),，2M 甲 胺 0.5 毫 FH, HC RMD Hh. MER 
试剂 3 BF, 45°C 保温 20 分 钟 , 冷 至 室温 后 测 Ow. WU Dm 为 纵 坐 标 , 含 磷 量 (微克 ) 
为 横 坐 标 ; 制 作 标 准 曲 线 。 求 出 标准 曲线 常数 天 值 ( 即 OD = 1.0 时 的 含 磷 微 克 数 )5 

2, RERAMEAW We 将 样品 配 成 20 一 60 微克 /毫升 核 苷 酸 浓度 , 取 2 毫升 ; 按 
上 述 剂 量 和 操作 依次 加 和 人 过 矶 酸 一 乙 二 醇 汪 甲 胺 一 定 磷 试剂 ,反应 后 测 得 的 为 总 磷 ODee 
值 。 空 白 以 水 代 样 品 。 

加 样 次 序 换 成 过 碘 酸 一 乙 二 醇 一 样品 液 一 水 一 甲 胺 一 定 磷 试剂 ,剂量 和 操作 不 变 , 则 
测 得 的 为 无 机 磷 OD 值 。( 先 加 乙 二 ga 酶 完全 破坏 ,7 不 

能 再 去 氧化 样品 入 空 白 以 水 代 样 品 。 ) ae RARE ie 
5-H ae (SS 5 / ZF) 
(OD 60 总 磷 — ODen FLALBE) X K X D XM X 107 
V 
3.14 
: 标准 曲线 常数 (OD = 1.0 时 的 含 磷 微 克 数 ) 
样品 稀释 倍数 

: 被 测 核 苷 酸 分 子 量 , 或 四 种 核 苷 酸 的 平均 分 子 量 340 - 

V: 测定 时 取样 毫升 数 

计算 示例 : 测定 RNA_ 经 5 磷酸 二 酯 酶 降解 后 溶液 中 5- 核 昔 酸 含量 。 

按 上 述 步 又 操作 , 测 得 玉 = 20.84, 酶 解 液 稀 释 100 倍 后 测定 得 总 磷 OD = 0.460, 
无 机 磷 ODim = 0.028 
则 5) - eee a! (0.460 — 0. 028) xX 20.84 X 100 X 340 X 107 = 9.87 (3H /BF) 


IXst 


ROR 


=. EC OU OU 


RNA 4B, DNA 含有 脱氧 核糖 ,二 种 糖 有 不 同 的 颜色 反应 ,经 过 显 色 后 , 所 呈 
现 的 颜色 深浅 在 一 定 范围 内 与 样品 所 含 的 糖 量 成 正比 。 由 于 常用 的 测 糖 法 只 能 测定 RNA 
和 DNA 中 与 呀 吟 连接 的 糖 ， 而 不 同 来 源 的 核酸 含 叮 叭 ， 喀 啶 的 比例 各 不 相同 〈 除 双 链 
DNA 中 嘲 叭 克 分 子 数 一 喀 啶 克 分 子 数 ), 故 把 测 得 的 糖 量 来 统一 换算 出 核酸 的 含量 是 不 


很 正确 的 ,现在 一 般 用 与 被 测 核酸 同一 来 源 的 纯化 核酸 作 核 酸 含量 ~OD A iw 


标准 曲线 查 出 被 测 核酸 的 含量 。 tj 

定 糖 法 多 用 于 大 分 子 核 酸 的 测定 ,此 法 准确 性 ` 灵 敏 度 较 差 ,干扰 物质 甚 多 ， 其 优点 是 
可 以 检 别 RNA, DNA} 
(一 ) RNA 的 定量 测定 

1. 苦 黑 酚 法 5” 


原理 


RNA 酸 解 后 生成 喀 啶 核 苷 酸 、 嘲 叭 碱 基 及 核糖 。 核糖 在 浓 酸 中 脱水 环 化 生成 糠 醛 ， 
它 与 若 黑 酚 (3，5- 二 产 甲 葵 ) 作 用 显示 蓝 绿 色 , 在 670 毫 微米 有 最 大 吸收 值 二 待 测 样品 最 
适 浓度 在 每 毫升 含 15 一 100 微克 RNA 之 间 , 光 密度 的 读数 与 RNA 的 浓度 成 线性 关系 。 
样品 中 DNA 含量 多 时 干扰 测定 ,蛋白 质 , 粘 多 糖 对 测定 有 干扰 。 

反应 式 如 下 : 


蓝 绿色 物质 


HO HOH CHO 
核糖 


试剂 

昔 黑 酚 试 剂 : 20 克 营 黑 酚 (又 名 地 衣 酚 多 市 售 产品 若 贮 藏 过 从 已 被 氧化 成 红色 ， 则 
需 用 热 苯 重 结晶 后 使 用 ) ,硫酸 铁 贸 (也 可 用 三 氧化 铁 代 之 ) 1355 克 ， 用 蒸馏 水 配 成 500 毫 
夭 , 是 为 储备 液 。 低 温 保 存 ? 临 用 时 取 贮 备 液 2.5 毫升 ,  12N HCI 41.5 BF, BMA 
水 到 50 SHY ANS Re WA Ro 


操作 步骤 


(1) 标准 曲线 制作 : 取 与 被 测 物 同 来 源 的 商品 RNA， 用 定 磷 法 测定 纯度 后 , 按 纯 核 
酸 的 含量 配 成 100 微克 /毫升 的 溶液 , 分 别 吸取 0、0.2、0.4、0.6、0.8、41.0 毫升 , 补水 到 1 
毫升 ,加 营 黑 酚 应 用 液 3 毫升 , 置 沸水 浴 加 热 20 分 钟 ,立即 用 冷水 冷却 , 测 ODm 。 以 0D 
值 为 纵 坐 标 , 纯 RNA 量 (微克 ) 为 横 坐标 ,制作 标准 曲线 。 

(2) 样品 中 RNA 测定 : 需 与 标准 曲线 制作 用 同一 批 试 剂 、 同 一 台 比 色 剂 。 将 样品 
配 成 约 含 RNA40 一 100 微克 /毫升 浓度 ,吸取 I 毫 升 , 加 蔡 黑 酚 应 用 液 3 毫升 , 同上 条 件 
测 得 ODm， 座 白 以 水 代 样 品 。 从 标准 曲线 查 出 RNA 量 ， 再 根据 稀释 倍数 计算 出 样品 
的 RNA 含量 。 

计算 示例 ， 某 RNA 制品 工 克 定 容 至 100 SF+, 5% 氨 水 调 pH7( 助 溶 ) 取 工 毫 升 
稀释 至 100 毫升 ,得 100 微克 /毫升 溶 流 ,用 上 法 测 得 ODm = 0.650 查 标准 曲线 得 RNA 
为 80 微克 。 故 样品 中 RNA 含量 为 


80 X 100 X 100 


i.aor Seal of x 100% = 80.0% 


2.KRG Rw” 


原理 


与 从 黑 酚 法 相同 ,但 此 法 用 铜 离子 代替 铁 离 子 催化 , 使 反应 灵敏 度 提 高 一 倍 以 上 , 待 
测 样品 浓度 在 每 毫升 含 5 一 50 微克 RNA 之 间 , 光 密度 读数 与 RNA 浓度 成 线性 关系 。 
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试剂 

C1) 昔 黑 酚 溶液 : 5 克 苦 黑 酚 加 10 毫升 95% 乙醇 作为 贮备 液 。 

(2) 铀 离子 溶液 : 0.75 | CuCl-2H, WF 500 毫升 12NHC, BREE. 

(3) 苔 黑 酚 - 铜 离子 试剂 : 使 用 前 2 毫升 营 黑 酚 溶液 加 100 毫升 铜 离子 溶液 混 匀 e 
(4) RNA 标准 溶液 : 每 毫升 含 50 微克 RNA， 用 0.001N NaOH 配制 。 


操作 步骤 


C1) 标准 曲线 的 制作 : 分 别 吸取 每 毫升 为 50 微克 RNA HbR EA HK 0、0.2、0.4、0.8、 
1.2、1.6、2.0 毫升 至 各 个 测定 管 中 , 每 管 补 水 至 2 毫升 ,向 各 管 加 苔 黑 酚 = 铀 离子 试剂 2 毫 
升 , 充 分 摇 匀 ,测定 管 上 放 玻 璃 球 于 100%c 保 刘 35 分 钟 , 流动 水 冷却 后 , 测 ODen 值 。 以 
OD 值 为 纵 坐 标 RNA 量 ( 微 克 ) 为 横 坐 标 , 作 出 标准 曲线 。 

(2) 样品 中 RNA 含量 的 测定 : 样品 用 0.00LV NaOH 配 成 每 毫升 为 20 一 50 微克 
浓度 ,吸取 2 毫升 ;加 若 黑 酚 - 铜 离子 试剂 2 毫升 , 充分 摇 匀 ,以 后 同 标准 曲线 制作 步骤 一 
样 操作 。 从 标准 曲线 查 出 样品 中 RNA 量 , 再 根据 稀释 倍数 算出 样品 中 RNA 含量 5 样品 
测定 与 制作 标准 曲线 必须 用 同一 批 试剂 使 用 同一 全 分 光 光 度 计 。 

计算 示例 : 某 RNA 制品 10 毫克 定 容 于 250 毫升 0.001N NaOH WKH. 

取 2 毫升 用 上 法 测 得 OD = 0.450 查 标准 曲线 得 RNA 量 为 67 微克 , Med 
RNA 含量 为 : 

67 微克 X 250 SFt 
2 毫升 


#8 x10 X 100% = 83.75% 


(=) DNA 的 定量 测定 
if ~ARE™ 


原理 


DNA 酸 解 后 生成 喀 啶 核 背 酸 、 嗓 叭 、 磷 酸 及 脱氧 核糖 。 脱 氧 核糖 在 酸性 条 件 下 脱水 
生成 w- 凑 基 -7- 酮 基 戊 醛 。 后 者 与 二 苯胺 作用 显示 蓝 色 ,在 600 毫 微米 有 最 大 吸收 值 , 待 
测 样 品 浓度 在 每 毫升 含 50 一 500 微克 DNA 之 间 , 光 密度 的 读数 与 DNA 的 浓度 成 线性 
关系 。 样 品 中 若 含 有 一 定量 的 RNA 对 测定 影响 不 大 , 盐 类 对 测定 有 影响 , SOKA 
类 及 其 衍生 物 ` 和 芳香 醛 .羟基 醛 与 二 苯胺 形成 各 种 有 色 物 质 , 干 扰 测 定 。 

反应 式 : 


CHO CHO 

HCH cx 会 本 会 

adon —> cu = 本 蓝 色 物质 
| 2 

HCOH C=O 


ak oe, 


试剂 
AKAN: 市 售 二 苯胺 不 纯 , 可 用 75 多 乙醇 重 结晶 1 一 2 次 。 将 工友 二 苯胺 溶 于 
98 毫升 冰 酯 酸 中 ,加 2 毫升 36N 硫酸 ,冰箱 保存 ,当天 使 用 。 
操作 步骤 
1 《1 标准 曲线 制作 : 取 与 被 测 样品 相同 来 源 的 DNA 纯化 制品 ,用 定 磷 法 测定 纯度 、 


‘Hes, DNA 含量 配 成 500 微克 /毫升 溶液 。 有 吸取 -03 0.2, 014, 0:6, 0.8, 1.0 毫升 ,补水 到 


0 毫升 ,再 加 二 苯胺 试剂 2.5 毫升 , 置 沸 水 浴 10D A AKRAM ODeo。 以 ODu 为 
纵 坐 标 ; 纯 DNA 量 ( 微 克 ) 为 横 坐 标 , 画 出 标准 曲线 。 
(2) 样品 中 DNA 测定 : 样品 配 成 100 一 400 微克 /毫升 浓度 w 吸取 1 ZH, MTA 
fe 2.5 毫升 ,同上 操作 ,空白 以 水 代 样 品 。 从 标准 曲线 查 出 DNA 量 , 再 根据 稀释 倍数 算 
出 样品 中 DNA 含量 。 测 定时 需 与 制作 标准 曲线 时 用 同一 批 试剂 , 同一 台 分 光 光 度 计 。 
2. 改良 三 苯胺 法 乌 


同 二 苯胺 法 。 用 乙酸 成 酯 把 反应 中 形成 的 蓝 色 产物 抽 提 到 有 机 溶剂 相 进行 浓缩 , 灵 
敏 度 有 所 提高 。 

所 得 反应 的 产物 同样 在 600 毫 微米 有 最 大 吸收 值 。 待 测 样品 小 度 在 每 毫升 10 一 70 
微克 DNA 范围 内 光 密 度 的 读数 与 DNA 的 浓度 成 线性 关系 。 


试剂 
(1) 4% 二 苯胺 冰 酷 酸 咨 液 : 4 克 重 结晶 二 葵 胺 加 少量 冰 酯 酸 微 热 盗 解 后 ,加 冰 醋 酸 


至 100 毫升 ,当天 使 用 。 


(2) 20% 过 氧 酸 : 71.4 毫升 70 多 过 毛 酸 〈(A.R.) 加 水 至 .250 毫升 。 
(3) DNA 标准 溶液 :本 成 每 毫升 100 微克 浓度 (DNA 在 水 内 较 难 溶 ， 需 隔夜 配 
fll )o 
(4) 乙酸 成 酯 (C.P.) 


PRED 


C1) 标准 曲线 的 制作 

分 别 吸取 每 毫升 为 100 微 克 :DNA AUPRHETA HK 0, 0.2, 0.45 0.6、0.8、1.0、1.2 、1.4 毫 
升 至 各 个 测定 管 中 , 每 管 加 水 至 2 SF. I 2 BSH 20% 过 氧 酸 ,4 毫 升 4 多 二 茶 胺 ,充分 
摇 勺 ,在 56°C 保温 一 小 时 ,流动 水 冷却 ,每 管 加 2 毫升 乙酸 成 酯 ,剧烈 摇动 混 匀 ,静止 放置 
5 一 10 分 钟 或 以 每 分 钟 3000 转 的 速度 离心 一 分 钟 ,使 混合 液 分 成 有 机 相 和 水 相 二 层 , 测 定 
有 机 相 的 ODen 值 (用 0.5 厘米 光 径 比 色 杯 )。 以 ODu HAAR, DNA 量 ( 微 克 ) 为 横 坐 
标 , 画 出 标准 曲线 。 

(2) 样品 中 DNA 含量 的 测定 : 样品 用 水 配 成 每 毫升 20-60 RAKE, 吸取 2 毫 
升 加 2 毫升 20 多 WAM. 4 毫升 4 多 二 茶 腕 ;充分 摇 匀 ;以 后 同 标准 曲线 制作 步骤 二 样 操 
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VE, 空白 以 水 代 DNA. 从 标准 曲线 查 出 样品 中 DNA 量 ， 再 根据 稀释 倍数 算出 样品 中 
DNA 含量 。 测 定时 须 与 制作 标准 曲线 同 用 一 批 试 剂 同一 人 台 分 光 光 度 计 。 
3. va] eye OY 


原理 


DNA 酸 解 后 生成 旷 啶 核 苷 酸 , 吐 叭 、 磷 酸 及 脱氧 核糖 。 后 者 与 串 嗓 反应 生成 黄 棕色 ， 
用 氯仿 抽 提 除去 干扰 物质 ,在 ODl 有 最 大 吸收 值 。 待 测 样 品 浓度 每 毫升 含 5 一 25 微克 
DNA 之 间 ; 光 密度 读数 与 DNA 浓度 成 线性 关系 。 

此 反应 与 二 苯胺 法 一 样 ， 仅 与 脱氧 核糖 核酸 中 的 味 叭 核 苷 酸 有 关 。 文 献 中 以 29 过 
ARE DNA 溶剂 ,但 DNA 在 过 氧 酸 中 难 溶 , 而 用 :0.1 SSC ae DNA, 
对 测定 没有 影响 , 吗 嗓 的 浓度 用 0.04% BZ 0.08% 都 可 。 


试剂 

(1) 0.08% 呵 嗓 水 溶液 : 称 取 0.8 SEG WE I/D 95% 乙醇 溶解 后 ,加 水 至 100 BF 
( 呵 嗓 直接 加 水 配制 不 能 溶解 )。 

(2) DNA 标准 溶液 : 每 毫升 含 DNA 25 微克 ,用 0.1SSC RACH. 

(3) 12N HCl, : 

(4) Ai (A.R.)o 


(5) SSC #&: @& 0.15M NaCl 及 0.015M Frias Ko ce ee 
0.1SSC 液 。 


操作 步骤 


C1) 标准 曲线 的 制作 : 分 别 吸取 1 BH 0.08% 叮 嗓 溶液 和 1 毫升 12NHC 至 各 个 
测定 管 中 ， 分 别 向 各 管 加 入 每 毫升 为 25 微克 DNA 标准 溶液 0 0.4、0.8、1.23 1.6, 2.0 
毫升 ,每 管 补 加 .0.1SSC 液 至 总 体积 为 4 毫升 , 沸水 浴 中 加 热 10ODAEREAHRAGE), 
冷却 后 ,加 氧 仿 4 毫升 抽 提 ,充分 摇 勾 在 室温 下 以 每 分 钟 1500 转 的 速度 离心 15 分 钟 , 使 
溶液 分 成 二 层 , 水 相 在 上 呈 黄 色 ,氯仿 相 在 下 呈 兴 红色 ,吸取 水 相 的 黄色 物质 ,在 分 光 光 度 
it OD 定量 测定 。 以 OD HAAR, DNA (FHF) BAER, VE RE 

(2) 样品 中 DNA 含量 测定 : 样品 用 0.1SSC 液 配 成 每 毫升 为 20 做 死 左右 ， 吸取 !1 毫 
升 至 测定 管 中 , 加 入 0.08% 吗 嗓 溶液 1 毫升 与 12NV HCI 1 毫升 ,加 0.1SSC 小 补足 到 总 体 
积 为 4 毫升 , 以 后 同 标 准 曲线 制作 步骤 一 样 操作 ,从 标准 曲线 求 出 样 醒 中 DNA 量 , 再 根 
据 稀 释 倍 数 算出 样品 中 DNA 的 含量 。 测定 时 须 与 制作 标准 曲线 时 用 同一 批 试 剂 ， 同 一 
台 分 光 光 度 计 和 


紫外 吸收 法 


BE BAR. RRNA RRA PRA AA AMEE KHER AGM 
(一 C 一 C 一 C 一 C 一 )， 能 强烈 吸收 250~ 290 毫 微米 波段 的 紫外 光 , 最 大 吸收 值 在 260 
毫 微米 左右 。 在 定性 鉴定 各 核 苷 酸 类 物质 时 ,可 测定 它们 在 几 个 特定 波长 的 紫外 吸收 值 ， 


*。122。 


算出 比值 (250/260,， 280/260, 290/260) ($4.1). 


4.1 BATRA RBH 


a 0.0 比值 | 250nm/260nm 280nm/260nm 290nm/260nm 


.与 已 知 标准 核 背 酸 吸收 比值 相 比较 可 判断 是 那 一 种 核 昔 酸 。 也 可 根据 文献 资料 所 载 
的 光 密度 波长 曲线 来 推断 是 何 种 物质 。 这 一 般 需要 有 一 定 的 工作 经 验 。 在 定量 测定 时 ,可 
根据 在 特定 波长 (一 般 在 260 毫 微米 ) 的 紫外 吸收 值 计算 出 含量 。 

由 于 核酸 中 的 碱 基 在 不 同 pH 下 发 生 互 变异 构 ， 而 在 此 外 吸收 光谱 性 质 上 表现 出 差 
异 , 碱 基 核 昔 与 核 昔 酸 的 克 分 子 消光 系数 在 不 同 波长 处 随 pH 的 不 同 而 有 变化 , 因此 测定 
紫外 光 吸 收 比值 与 定量 计算 时 应 固定 pH， 测定 时 一 般配 成 | 10~…20 微克 /毫升 的 浓度 。 

紫外 吸收 方法 简便 ,快速 ,灵敏 度 高 , 可 达 3 微克 /毫升 核酸 的 水 平 , 但 在 测定 粗 制 品 
时 ;蛋白 质 及 色素 等 其 他 紫外 吸收 杂质 对 测定 有 干扰 作用 ,大 分 子 核酸 在 变性 ,降解 后 有 
增色 现象 故 对 大 分 子 核酸 来 说 准确 度 较 差 。 

目前 常用 的 定量 方法 有 下 列 几 种 : 


(一 ) 标准 值 测定 法 
WAT WERE BB 
公式 : “ x 10 x Ve X D = (O58) 


A: 标准 样品 用 0.1V HCl ACR 10 微克 /毫升 浓度 后 在 二 个 特定 波长 测 得 的 光 密 度 
差 值 。 
Ax; 被 测 样品 在 0.LV HCl 溶液 中 在 相应 的 二 个 波长 测 得 的 光 密 度 差 值 s 
Ve: 被 测 样品 未 稀释 时 的 总 体积 (毫升 )。 
D: 稀释 倍数 。 
附 : SAMS MRE HSER A EL. 
Ade. OD... 5 = 0.930 OD = 0.030 A = 0.900 


Gua. OD x9 a 0.737 OD, — 0.262 A =— 2 0.475 
Uray ODss = 0:738%  /ODg, 0.148 — AHOH90 
Cyt. OD = 0.910 OD = 0.047 A= 0.863 


计算 示例 : 有 5 BPR BE. A 0.1V HC) 稀释 10 倍 ,并 以 0.1N HC] 作 空 
El. wl: ; 
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OD462.5 = 0.311 OD, co 0.017 EA A= 0.900 


则 洗 脱 液 中 腺 车 叭 含量 为 
一 
入 0.900 


(=) 比 消光 系数 法 

由 于 大 分 子 核酸 样品 的 分 子 量 很 难 精 确 测定 ,因此 ,用 克 分 子 消光 系数 法 难以 测定 其 
含量 ,目前 常 采用 比 消 光 系 数 法 ,此 法 也 可 用 来 测定 混合 核 背 酸 的 含量 。 

1. 变 性 DNA、RNA 的 测定 


RK: OP FO) x Ta x D = (HSE) 


0.022: BULLRStARM, PRED 1 微克 /毫升 的 变性 DNA 或 RNA 的 水 溶液 ,在 
260 毫 微米 通过 1 厘米 光 径 时 的 光 密 度 经 验 值 ,由 于 变性 程度 不 一 ， 该 值 也 要 变化 ， ail 
采用 0.022 计算 出 的 核酸 量 也 为 近似 值 。 
:OpDa ( 甲 一 乙 ): ODx 甲 为 被 测 溶液 在 260 毫 微米 的 总 光 密 度 值 8。 OD 75H 
测 盗 液 中 加 核酸 沉淀 剂 ( 见 注 ) 除 去 大 分 子 核酸 后 在 260 毫 微米 处 的 光 密 度 值 , 二 者 的 差 
即 为 被 测 盗 液 中 核酸 的 光 密 度 值 ; 测 定时 以 水 作 空 白 对 照 。 

Ve: 被 测 溶液 未 稀释 时 体积 (毫升 )。 

D: 稀释 倍数 。 

RNA 含量 测定 计算 示例 : 准确 秤 取 某 厂 生 产 的 RNA 样品 0.25 克 ，, 加 少量 蒸馏 水 
调匀 ,再 加 水 到 30 毫升 。 用 5% 氨水 调 pH BOR, ERE 50 SH. HAHAKEE 
SAMA , 摇 匀 后 再 加 第 二 滴 , 以 防止 局 部 过 碱 引 起 RNA :降解 

甲 : 取 2 SHEAR PI 2 毫升 水 ,再 稀释 100 FM ODay = 0.440。 

乙 : 取 2 毫升 定 容 稀 释 液 加 2 毫升 核酸 沉淀 剂 , 待 充分 沉淀 后 , SOMLARK, 稀释 


100 税 , 测 得 ODm = 0.010， 则 0.25 HRA RNA 含量 = &: SX 30% 200 
= 195,000 微克 = 0.195 克 
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TE: 核酸 沉淀 剂 

(1) 高 毛 酸 一 钼 酸 冬 沉淀 剂 : 含 69.2392 AMR 2.5% HAM. Ac 200 毫升 , 即 在 193 毫升 蒜 馏 水 中 加 入 7 
毫升 7092 高 氧 酸 和 0.5 克 钼 酸 贸 , 由 于 钼 酸 贸 在 260 毫 微米 有 较 大 的 紫外 吸收 值 ， ae OE eee 
释 100 倍 再 测定 OD:e。 BK. 

(2) 醋酸 氧 铀 一 高 氧 酸 沉淀 州 CuPCA): 称 取 0.25 FERRE GH AT 100 毫升 2.592 ss mao leg 
有 放射 性 ,使 用 时 用 橡皮 球 吸 , 切 不 要 用 口 吸 。 

由 于 测定 RNA 桩 品 时 应 用 的 沉淀 剂 钼 酸 贸 在 OD:e。 有 较 大 吸收 ， 而 栈 酸 氧 铀 有 放射 性 ， 故 有 时 不 用 沉淀 剂 、 
BEM ER MR OD:s 而 计算 含量 。 


2. 天然 DNA 的 测定 


古人 二 证 aan Gar ei 


0.020, 即 比 消光 系数 ,是 浓度 为 1 微克 /毫升 的 天 然 未 变性 DNA 水 溶液 在 260 毫 微 
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米 通 过 !1 厘米 光 径 时 的 光 密 度 经 验 值 。 式 中 其 他 含义 同 〈1) 公式 。 
3.RNA 降解 后 的 3 或 5 混合 核 昔 酸 的 测定 。 


ee Ore x Fe X D = (658) 


0.032 :浓度 为 1 微克 /毫升 的 3 MS HRSA RTE 260 毫 微米 处 通过 | 厘米 光 
径 时 的 光 密 度 经 验 值 。 由 于 RNA 降解 后 常 含有 少量 核 彰 或 其 它 色 素 ， 它们 也 有 紫外 吸 
收 , 故 用 此 法 测 得 的 核 昔 酸 量 比 定 磷 法 高 10~ 15%, 
Vag: 被 测 液 未 稀释 时 总 体积 (毫升 ) 
D: 稀释 倍数 


(=) 克 分 子 消 光 系 数 法 


此 法 适用 于 碱 基 、 核 苷 、 核 苷 酸 的 定量 测定 ,不 适用 于 大 分 子 核酸 ,因为 它 的 分 子 量 很 
难 准 确 测定 ,无 法 配制 克 分 子 浓 度 溶 液 。 


xDxvV 
IZ. ee = (234) 
人 


si: 被 测 碱 基 、 核 背 或 核 背 酸 盗 液 在 某 一 波长 的 克 分 子 消光 系数 。 

OD,: Pew thE. RAR BE RARER ERAN BEB 

M: 被 测 碱 基 、 核 苷 或 核 昔 酸 的 分 子 量 。 

Vig: 被 测 碱 基 \、 核 苷 或 核 痛 酸 溶 被 未 稀释 时 的 总 体积 (毫升 )。 

D: 稀释 倍数 。 

计算 示例 : 肌 苷 发 酵 液 纸 上 层 析 点 样 4 微 升 ,紫外 吸收 斑点 用 0.1VM HCl 3 毫升 竹 脱 ， 
测 得 OD,,。 王 0.400 
ELAINLEF M = 268, eng = 12,200 
则 4 微 升 中 肌 苷 含量 (也 即 3 SHEIK PULA RA eS) 

_ 0.400 X 268 X 3 
12,200 


Abeer Re k PUES BS = 0.0264 x 250 = 6.6 毫克 。 


= 0.0264 毫克 


(DO) 克 原 子 磷 消光 系数 (er) BM 


比较 不 同 来 源 不 同 纯度 的 核酸 样品 的 天 然 状 态 程度 时 往往 采用 克 原 子 磷 消光 系数 
法 , 即 每 升 含 1 克 原 子 磷 的 核酸 溶 被 在 260 毫 微米 处 通过 1 厘米 光 径 时 的 紫外 吸收 值 ,在 
pH 7 时 天 然 状 态 DNA er) 值 在 6200 一 6600 之 间 , 在 变性 降解 时 此 数值 大 大 提高 ,所 以 
可 从 se 的 值 初 步 判断 核酸 天 然 状 态 的 程度 。 

公式 : 0) = 人 

OD:o: RMA TE 260 毫 微米 处 的 光 密 度 值 。 

C: 被 测 核酸 和 盗 液 的 克 原 子 磷 浓度 ,用 定 磷 法 测定 而 得 。 

I: 比 色 杯 光 径 。 

计算 示例 : 用 定 磷 法 测 得 某 DNA BRERA 1.5 微克 /毫升 ， 该 次 被 的 ODie 
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一 0.305， 比 色 杯 的 光 径 为 1 厘米 ,那么 


3 
= 132 X10 9.048 x 107 
31 X 10° 
则 Ep) = 2 US = 6350 


0.048 x 107° x 1 
说 明 该 DNA 样品 未 变性 及 降解 ,天 然 程 度 很 高 。 


Po ys Dil els og Wale SA 


(一 ) REWERBRAER 3 -末端 
原理 


窒 核糖 核 苷 酸 的 3 末端 有 2、3 顺 式 羟基 ( 若 3 末端 是 磷酸 , 则 先 用 磷酸 单 酯 酶 酶 解 
除去 ), 用 过 碘 酸 氧化 形成 双 醛 化 合 物 ,与 荧光 试剂 1- 二 甲 氨 基 蘑 -5- 磺 酰 所 (DNS=CI) 的 
衍生 物 进行 加 成 反应 ,再 用 3 磷酸 二 酯 酶 进行 水 解 可 得 到 有 荧光 标记 的 3 Kim. BZ 
聚 酰胺 薄膜 双向 层 析 , 与 标准 获 光 标记 核 苷 对照 , 即 可 确定 该 朝 核糖 核 苷 酸 3 末端 。 

该 方法 比 紫 外 吸收 法 灵敏 约 100 倍 , 检 出 最 小 量 可 达 10?~ 10-"M 水 平 ,与 同位 素 标 
记 法 比较 , 仪器 设备 要 求 不 高 。 把 8- 消 去 反应 与 本 方法 相 结合 , 可 测定 RNA 的 小 片段 


的 顺序 ,因此 可 用 于 RNA 一 级 结构 的 分 析 。 


操作 步骤 

1. DNS- 衍 生物 〈DNS- 甘 氨 酰 肝 ) 的 制备 
N(CH;), N(CH;), 
a hey 1 AAA 


| + NH,CH,C—OC,H, 一 > | ||. | 
ed VF O 


+ NH,NH, 


Oo 


SO,—NHCH,—C—NHNH, 
DNS Amit 


CH,OH 


Y\ Yr 
HO N 


SO,Ci SO,—NHCH,—C—OC,H, 
DNSC1 #47. AB 
N(CH), 
OO 
Vy 
2. 标准 对 照样 品 DNS-HARR EH HAREM 
CH,OH CH,OH 
Cae oe NalO,” Ke S| oan DNS 甘 氨 酰 用 
[ER a BE 
OH OH 
KE o 
pi 


| 
NH 


R 
DNS- 甘 氨 酰 核 苷 逐 
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< 


OH 


N(CH;), 


| 
B= [i 3k OK) 
W/\4 O 
eee Gar 

在 玻 管 中 放 和 人 待 标记 的 4 X 10M 标准 核 背 水 溶液 5 微 升 。 加 入 5 倍 克 分 子 过 量 

的 2 x 107M NalO, 水 溶液 5 微 升 ,室温 放置 一 小 时 。 加 入 0.01M NaSO; 溶液 5 HAF, 

室温 放置 半 小 时 ,以 除去 过 量 之 NalO。 加 入 菊 光 试剂 7.5 x 10M DNS-H RBA Z 

BAK 15 微 升 ， 室 温 反应 1 小 时 以 上 。 将 小 玻 管 置 真空 干燥 器 中 抽 数 分 钟 至 干 ， 再 用 

30% 乙醇 水 溶液 溶解 。 用 毛细 管 点 样 于 聚 酰胺 薄膜 (7.5 X75 厘米 ) 左 下 角 。 进行 第 一 

向 层 析 的 溶剂 是 甲酸 :水 : 异 两 醇 = 0.5:100:20(V/V)，, 吹 干 后 旋转 .90" 进行 第 二 向 层 
析 ，, 其 溶剂 为 乙酸 乙 酯 :乙酸 :甲醇 : 7k = 20:2:1:1(V/V) 层 析 图 谱 见 图 4.1。 


@ DNS- 甘 氨 酰 乌 昔 逐 
@ DNS- 甘 氨 酰 胞 苷 逐 
@ DNS-H AM RR 
@ DNS- AR HRE iz 


第 一 向 
图 4.1 标准 DNS- 甘 氨 酰 核 苍 脖 的 层 析 图 谱 示意 


3. 赛 聚 核糖 核 昔 酸 3'- 末 端 测定 “， 若 被 测 的 是 一 个 四 核 苷 酸 , 配 成 16 个 ODm 毫 
升 的 浓度 , 取 5 微 升 于 一 小 玻 管 中 , 约 0.08 个 ODm， 加 入 5 倍 克 分 子 过 量 的 2 x 107M 
NalO, 5 微 升 ,室温 放置 一 小 时 ,加 0.05M NaSO 溶液 5 微 升 ,室温 放置 半 小 时 , REDE 
Z NalO,. 加 入 荧光 试剂 7.5 x 10-'M DNS-H ARH CAI 15 Bt, 室温 放置 
1 小 时 以 上 。 将 小 玻 管 置 真空 干燥 器 中 抽 干 。 加 入 红 酵 母 3 二 磷酸 二 酯 酶 溶液 (每 毫升 含 
40 毫克 硫酸 铵 酶 糊 ， 透 析 去 盐 后 ， 用 0.1M NaAc 缓冲 液 ，pH4.0。 稀 释 500%, 备用 )， 
60°C 酶 解 30 分 钟 , 置 真空 干燥 器 抽 干 ,再 用 50% 乙醇 水 溶液 溶解 , 经 聚 酰胺 薄膜 双向 层 
析 ( 方 法 同上 ) 后 ,与 标准 DNS- 甘 氨 酰 核 背 逐 的 层 析 位 置 对 照 , 即 可 确定 该 寡 核 糖 核 苷 酸 
的 3 末端。 
(=) 微量 测定 双 链 核酸 

原理 


PIERRE TENE IR AL GR Cle, 简称 EB) 与 双 链 核酸 形成 络 合 物 后 在 590 毫 微米 有 最 
大 吸收 值 , 其 荧光 强度 比 原 来 增加 50~ 100 倍 。 在 合适 的 条 件 下 〈pPH、 温 度 , 离子 强度 
等 ), 一 定 浓度 的 非 旺 省 红 溶 液 的 荧光 增 量 与 加 和 人 的 核酸 双 链 区 浓度 成 正比 , 因此 可 用 来 
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测定 双 链 核酸 的 浓度 ,灵敏度 达 0.01 微克 /毫升 。 这 是 七 十 年 代 发 展 起 来 的 一 种 新 方法 ， 
专 一 性 强 , 灵 敏 度 高 ,操作 简便 迅速 ,干扰 物质 很 少 。 

由 于 荧光 强度 随 温度 升 高 而 降低 ,测定 应 在 恒温 下 进行 。pH 过 高 或 过 低 会 破坏 双 链 
结构 ,降低 荧光 强度 ,一 般 在 pH4 ~ 10 影响 不 大 。 离 子 浓 度 对 荧光 强度 的 影响 复杂 ,一 
般 固定 在 0.1M。 


操作 步骤 


制作 标准 曲线 和 未 知 浓度 样品 的 测定 。 

标准 DNA 溶液 中 各 种 物质 的 最 终 浓 度 为 0.1M NaCl, 0.05M Tris-HCl 4 whi 
(pH7.5), 10°M EDTA (pH7.5), 2 微克 /毫升 EB, 标准 DNA 的 浓度 为 0、0.02、0.04、 
0.06, 0.08, 0.14 和 0.16 微克 /毫升 (小 牛 胸腺 DNA)。 并 在 严格 一 致 条 件 下 ,配制 各 种 稀 
释 度 的 未 知 DNA 溶液 浓度 。 然 后 用 获 光 分 光 光 度 计 测 定 。 激 发 光波 选择 汞 灯 的 546 训 
微米 波长 , RRC 590 毫 微米 测定 。 发 射 单 色光 的 狭 颖 宽度 为 0.2 BK. 在 仪器 的 
最 大 灵敏 度 下 测定 。 以 纯 EB 溶液 的 获 光 强度 hh) 为 对 照 去 扣除 所 有 其 它 样品 的 荧光 值 
(GD)。 以 4 一 Io) 值 对 DNA 浓度 作 图 。 制 得 标准 曲线 。 将 未 知 溶液 的 荧光 强度 数值 与 
标准 曲线 比较 ,就 可 测 得 未 知 溶液 的 浓度 。 


五 、DNA 中 GC HDF Aas [(G+C)%] Home) 


DNA 3 HRA APE, BUFR (Ade), PR MEE (Thy), SRR (Gua) 和 胞 
mete (Cys), ENTRAR RM sae Mae (A fT, GMC) AFSE 
i SRE A= Wa RES Sia Zi RAIN a. Aa aA Chas 
牢 。 含 GC 多 的 DNA 热 变性 温度 和 浮力 密度 也 高 ,因此 测定 〈G + C) 匈 对 了 解 DNA 
的 性 质 ,对 分 离 纯化 DNA 的 工作 等 有 重要 意义 。 

测定 〈G 十 C)9 的 方法 有 化 学 方法 和 物理 方法 


(一 ) 化 学 方法 

将 DNA 水 解 成 为 核 背 酸 或 碱 基 , 用 纸 层 析 法 把 他 们 分 开 。 由 于 它们 在 250 一 280 2 
微米 的 紫外 光 区 域 有 强烈 吸收 班 点 ， 前 下 吸收 斑点 分 别 洗 脱 后 用 紫外 分 光 光 度 计 作 定 量 
测定 ,由 此 计算 出 〈G + C) 匈 ,此 法 费时 ;误差 较 大 。 


(=) 物理 方法 
DNA 分 子 的 某 些 物理 特性 与 不 同 碱 基 的 含量 成 正比 关系 , 借 此 可 测定 (G 十 C) 和。 
1. 浮力 密度 梯度 离心 法 
原理 


DNA 44 (t4 (CsCl) 溶液 中 的 浮力 决定 于 CC 含量 。 在 7.7M CsCl 溶液 中 加 入 
DNA 样品 ,长 时 间 高 速 离心 后 ,由 于 沉降 力 和 扩散 力 的 综合 作用 ,建立 了 CsCl 梯度 ,在 平 
衡 时 ，DNA 分 子 进 信和 自己 密度 相等 的 区 域 , 此 处 的 密度 称谓 浮力 密度 。(G 十 C)% ih 
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高 ,密度 越 大 , 故 可 根据 此 推算 出 DNA WY) (G+C)%. 


操作 步骤 


标准 CsCl 溶 于 一 定 的 缓冲 液 中 ， 加 入 被 测 的 和 标准 的 DNA (标准 DNA 密度 为 
1.71 左右 ), 以 此 少量 溶液 (0.75 毫升 左右 ) 置 于 1 毫升 塑料 离心 管 中 , 在 超 离心 机 中 以 每 
分 钟 45,000 转 的 速度 离心 20 小 时 。 利 用 核酸 对 紫外 光 的 吸收 带 来 确定 被 测 DNA 和 标 
准 DNA 的 位 置 , 测定 它们 与 离心 机 转 头 与 中 心 轴 之 间 的 距离 (> 和 ”o)， 算 出 被 测定 的 
DNA 的 密度 《po 一 一 被 测 DNA 的 密度 ,利用 公式 0 = oo + 0.009207? — 7 和 po 为 标准 
DNA 溶液 的 密度 )。 根 据 1962 年 Doty 所 建立 的 公式 p = 1.660 + 0.098 X (G+C)%, 
因此 (G+C)% =p 一 1.660/0.098。 

根据 文献 资料 (G 十 C)% 数 如 下 : 人 (脾脏 DNA) 39 (密度 1. 698); 钙 ( 精 子 DNA) 
44《 密 度 1.703); 小 白鼠 (脾脏 DNA) 44( 密 度 1.703); 鸡 ( 肝 脏 DNA) 43 (密度 1.702), 

2. 热 变性 温度 (T) We 


当 温度 升 高 时 ,由 于 DNA 变性 引起 的 增色 效应 ,使 之 对 260 毫 微米 紫外 光 吸 收 值 在 
一 个 狭窄 的 温度 范围 内 突然 升 高 到 最 高 值 , 这 个 温度 范围 的 中 点 , 即 为 该 DNA 溶液 的 热 
变性 温度 Tmo Tm BIER DNA 溶液 的 光 密 度 的 改变 来 测定 。T。 与 DNA 的 GC 含量 
有 关 ，GC 含量 越 高 ， 热 变性 的 温度 也 越 高 ， 因此 测 得 了 DNA 的 T。 后 ， 就 可 算出 
(G+C)%. 


操作 步骤 


把 被 测 DNA YF 0.15M NaCl (pH7.0) Hh, 其 浓度 为 每 毫升 20 一 40 微克 。 测 定 
时 在 紫外 分 光 光 度 计 放 比 色 杯 部 分 设计 一 个 可 加 温 的 装置 , 每 升 高 0.5%C 或 每 升 高 1"C 
读 取 一 次 ODm 值 , 作 出 .OD ~ 温度 曲线 ， 从 曲线 中 画 出 OD.» 开始 突然 升 高 并 到 达 
最 大 值 的 一 段 狭 窜 的 温度 范围 中 点 ， 即 为 热 变 性 温度 T,，(G 十 C) 多 可 按 下 面 经 验 公 
式 求 得 : T, = 69.3+0.41(G+C) 即 

(G+C)% = Tm — 69.3/0.41 

测定 时 要 求 被 测 DNA 样品 是 天 然 未 变性 的 , 溶液 中 应 保持 0.15M Nat, FEL HPAY 
金属 离子 存在 。 

根据 文献 资料 (G 十 C)% BaF: 人 (脾脏 DNA) 41 (T,, = 86.5); BECKI DNA) 
43(T,, = 87.5); “NA ERCRIRE ~ DNA) 41 (T,, = 86.5); 鸡 ( 肝 胜 DNA) 43 (T,, = 87.5), 

用 此 法 与 用 浮力 密度 梯度 离心 法 所 测 得 的 〈G 二 C)% BAAR. 

从 微生物 和 动 植物 中 所 提取 的 DNA Wee RHA, (G+ C)% 的 数值 一 般 变 化 于 
25 和 75 之 间 在 微生物 中 发 现 同 种 同属 的 数值 确 是 分 布 在 一 个 相当 狭 罕 的 范围 内 * 但 必 
须 了 解 〈G 十 C)9 值 只 代表 这 一 生物 全 部 染色 体 DNA 的 平均 值 ， 而 (G+C)% 值 
相等 的 生物 不 一 定 亲 缘 关 系 近 。 但 是 亲缘 关系 近 的 生物 ,其 数值 应 相近 ,因而 可 用 此 法 来 
检验 人 为 的 分 类 系统 是 否 合理 。 
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第 三 节 核酸 的 水 解 


核酸 是 出 核 童 酸 通 过 磷酸 二 酯 键 相 互 连 接 而 成 , 核 背 酸 又 是 由 碱 基 、 核 糖 、 磷 酸 组 成 ， 
因此 , 核酸 在 不 同 降解 条 件 下 可 以 获得 碱 基 、 核 苷 、 核 背 酸 或 之 核 音 酸 等 不 同 产物 。 核 酸 
水 解 大 致 分 化 学 水 解 和 酶 促 水 解 ,化 学 水 解 又 可 分 为 酸 水 解 , 碱 水 解 。 

DNA 中 的 磷酸 二 酯 键 和 糖 背 键 都 对 碱 稳定 ,所 以 从 DNA 制备 单 脱氧 核 背 酸 不 能 用 
碱 水 解法 。 DNA 对 酸 不 稳定 ,其 中 糖苷 键 比 磷酸 二 酯 键 更 不 稳定 (特别 是 叮 叭 糖苷 键 )， 
所 以 用 酸 水 解 DNA 时 ,只 能 得 到 无 厌 叭 酸 (在 稀 酸 条 件 下 ) 或 自由 碱 基 ( 较 酸 条 件 下 )c 
所 以 只 能 用 酶 法 制备 单 脱 氧 核 彰 酸 。 

RNA 中 由 于 存在 着 2 -OH &, 发 生 邻 近 基 团 参 与 效应 ， 而 使 磷酸 二 酯 键 对 碱 不 稳 
定 , 所 以 可 用 碱 水 解法 得 到 单 核 背 酸 , 也 可 用 酶 法 制备 而 得 。 . 

由 于 N- 糖 将 键 对 碱 稳定 ,所 以 无 论 DNA BK RNA 在 碱 中 都 不 能 得 到 自由 碱 基 ， 
糖苷 键 对 酸 不 稳定 ， 一 般 在 酸 中 DNA 可 以 得 到 自由 碱 基 ，RNA 则 可 得 到 叮 叭 碱 基 和 
MEME TK Et BB 0 


一 、 化 学 水 解法 
(—) DNA 的 水 解 


1. 过 和 毛 酸 〈HCIO4) KM ERR HHA DNAS 毫克 ,加 100 HH 75% WA 
酸 ,把 玻 管 小 心地 封闭 , 在 100°C 水 解 一 小 时 ， 冷却 后 ， 打 开 玻 管用 ON KOH 中 和 至 
pH4.0 左右 ( 若 不 中 和 层 析 时 会 腐蚀 滤纸 ) ,离心 或 放置 片刻 上 清 液 可 用 于 测定 。 

此 法 能 将 DNA 水 解 成 自由 的 呀 哈 和 喀 啶 碱 ,其 缺点 是 胸腺 喀 喧 有些 破 坏 ,回收 量 较 
{Ko 

2. 甲酸 水 解 = DNA 2.5 毫克 加 入 0.5 BH 93% 的 甲酸 , 玻 管 小 心地 封闭 ,在 -175%C 
水 解 45 分 钟 ，DNA 能 水 解 成 自由 碱 基 。 此 法 也 适用 于 RNA， 但 尿 喀 啶 回收 量 低 。 

3. 三 氟 乙 酸 水 解  DNA ! 毫克 ， 加 40 微 升 无 水 三 氟 乙 酸 , 玻 管 小 心地 封闭 。 在 
155°C 水 解 60 分 钟 ，DNA 能 水 解 成 自由 碱 基 ;此 法 的 优点 是 加 热 时 产生 压力 低 , 管 不 易 
破裂 ,回收 率 高 达 97 一 100 色 ， 层 析 时 样品 无 腐蚀 滤纸 现象 。 


(二 ) RNA 的 水 解 


1. 盐酸 水 解 «© -_ RNA 2 毫克 ,加 100 AFF IN HCL， 闭 管 口 , 在 100°C 水 解 60 分 钟 ， 
可 得 味 吟 碱 基 和 喀 啶 核 苷 酸 ， 此 法 的 缺点 是 在 水 解 过程 中 喀 啶 核 苷 酸 可 能 会 部 分 转变 成 
BE 0 ¢ 

2. 碱 水 解 RNA 2 毫克 ,加 0.3N KOH 100 微 升 , 管 口 封 焊 起 来 ,在 37°C 保温 -18 
小 时 ,能 得 到 2 一 和 3= 核 背 酸 。 

DNA 一 般 对 碱 较 稳 定 , 同 时 嗓 吟 脱氧 核 苷 酸 的 糖 背 键 又 对 酸 很 不 稳定 ， 所 以 尚未 有 
较 好 的 化 学 方法 自 DNA 中 制备 单 核 苷 酸 ,而 须 采 用 酶 促 水 解法 。 
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二 酶 促 水 解法 
原理 


应 用 桔 青 霉 发 酵 流 所 产生 的 磷酸 二 酯 酶 , 从 3- 端 水 解 DNA 或 RNA， 产 生 相 应 的 
5 -脱氧 核 背 酸 及 了- 核 苷 酸 、 该 酶 最 适 pH 为 5.1 一 5.3、 最 适 温度 为 75"C， 酶 解 时 核酸 的 
流 度 为 0.5 一 10 匈 ， 酶 活力 一 般 要 求 100 单位 /毫升 ( 指 用 紫外 法 测 得 的 酶 活力 单位 ) 以 
主 , 酶 液 量 10% (V/V), MEET TE) 2 小时, 酶 解 率 可 达 80% 以 上 。 


操作 步骤 


1.0.5% BRIM (PH5.2) 的 配制 ”” 取 核 酸 0.2 克 于 100 毫升 三 角 烧 瓶 内 ， 先 加 
少量 蒸馏 水 润 湿 ,搅拌 使 溶 , 再 加 蒸馏 水 定 容 到 40 毫升 ,用 5% AK BG Ze pH5.2。 

2. 酶 解 将 上 述 溶液 于 75%C 人 恒温 水 浴 中 预 热 5 分 钟 ; 加 和 人 活力 为 100 单位 /毫升 
以 上 上 的 5 磷酸 二 酯 酶 流 4 毫升 ( 按 10 多 体积 比 ) 75”c 酶 解 2 小 时 。 

3. 终止 酶 解 ”将 上 述 反应 液 用 氮 水 调 pH 到 7 放 到 沸水 浴 中 ,维持 15 分 钟 , 使 该 酶 
失 活 ,终止 酶 解 。 

4. 离心 ” 酶 解 液 冷 至 室温 , 转 人 离心 管内 ,3000 转 / 分 ,离心 10 分 钟 , 取 上 清 液 ( 含 
有 四 种 5= 核 苷 酸 的 混合 物 ) 用 紫外 话 测 定 其 含量 , 用 电泳 法 及 离子 交换 树脂 柱 层 析 分 离 
鉴定 四 种 核 苷 酸 。 


SOW ”核酸 水 解 产物 的 分 离 此 定 


核酸 组 成 成 分 的 分 离 鉴 定 和 定量 分 析 ,是 核酸 工作 中 的 一 个 重要 的 基础 工作 ,也 是 核 
酸 组 成 物质 生产 中 的 重要 技术 。 核 酸 水 解 产 物 的 分 离 技术 ,主要 为 纸 层 析 ( 特 别 适 宜 于 分 
离 小 量 的 野 叭 和 喀 啶 碱 ), 薄 层 层 析 法 (适用 于 小 量 碱 基 、 核 音 、 核 背 酸 的 快速 分 析 ) ,离子 
交换 层 析 法 (适用 于 分 离 大 量 的 核 苷 酸 和 核酸 酶 解 片段 )。 目前 常用 琼脂 糖 电泳 ,， 聚 丙 烦 
酰胺 凝 胶 电泳 分 离 齐 聚 核 苷 酸 和 不 同 分 子 量 及 不 同形 状 的 大 分 子 核酸 。 这 些 方 法 是 核酸 
一 级 结构 测定 的 重要 技术 。 


一 、 层 析 分 离 鉴定 
(—) 纸 层 本 法 
原理 


在 核酸 水 解 产 物 分离 测 定 ,， 特别 是 嘎 吟 和 喀 啶 碱 的 分 离 及 其 定性 定量 测 定 中 , RE 
析 法 是 较为 简便 有 效 的 方法 。 

Chargaff 等 《1947) 最 早 把 纸 层 析 应 用 于 核酸 组 成 成 分 的 分 离 , 此 后 发 展 很 快 ,直至 今 
日 仍 广泛 地 应 用 于 核酸 成 分 的 定量 分 析 。 而 且 , 纸 层 析 技 术 对 于 核酸 中 微量 成 分 的 发 现 ， 
核酸 的 化 学 结构 ,核酸 水 解 酶 类 的 专 一 性 研究 也 具有 重大 的 意义 。 它 的 特点 是 分 析 的 样 
品 量 小 ,时 间 宕 方法 简便 。 以 下 简单 介绍 分 离 原理 和 溶剂 系统 的 配制 及 具体 操作 。 
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纸 层 析 的 分 离 是 根据 各 物质 在 亲 水 的 纤维 素 含 有 水 的 固定 相 和 以 有 机 溶剂 为 主 的 移 
动 相 之 间 的 分 配 系数 的 不 同 而 得 到 分 离 。 由 于 核酸 的 碱 基 具 有 强烈 的 紫外 吸收 特性 , 在 
紫外 光 下 呈 瞳 黑色 吸收 斑点 ,可 在 滤纸 上 被 检 出 。 

应 用 的 溶剂 系统 是 很 多 的 ,总 括 起 来 主要 有 : 有 机 溶剂 (多 数 为 脂肪 醇 ) 加 水 ;有 机 深 
剂 加 水 再 加 酸 碱 ,或 再 加 无 机 盐 三 类 。 共 中 ,影响 物质 分 离 效果 的 主要 是 有 机 溶剂 的 水 含 
量 ，pH 和 离子 强度 等 。 例 如 变化 有 机 溶剂 一 水 系统 的 水 含量 , 则 溶质 的 移动 会 变化 ,一 
i, 水 含量 增加 , 溶质 的 移动 与 其 极 性 成 比例 加 速 。 如 在 异 丙 醇 一 水 系统 中 变化 水 含量 ; 
溶质 腺 叮 吟 和 腺 苷 酸 的 相对 位 置 发 生变 换 。 另 外 , 调节 溶剂 系统 的 酸碱度 (6H), ATR 
质 的 解 离 常数 不 同 , 它 的 离子 化 程度 也 就 不 同 , 从 而 影响 了 它 的 分 配 系 数 及 其 Ri 值 。 如 在 
正 丁 醇 中 性 水 溶液 中 , 尿 喀 啶 比 胞 喀 啶 移动 得 快 , HERMAAPMAR, RENE 
减速 甚至 比 胞 喀 啶 还 慢 。 这 是 由 于 在 碱 性 条 件 下 尿 喀 啶 的 烯 醇 式 羟基 (PK9.57 解 离 , 而 
胞 罚 啶 中 该 基 团 的 pK 值 为 12.2, 几乎 不 离子 化 的 缘故 。 另 一 方面 ;各 单 核 蔡 酸 具有 强 极 
性 的 磷酸 基 , 一 般 在 非 极 性 溶剂 中 不 易 使 它们 分 开 , 若 在 此 非 极 性 系统 中 增加 永和 其 它 极 
性 成 分 ,或 加 酸 减弱 磷酸 基 的 解 离 , 核 苷 酸 才能 移动 。 加 入 无 机 盐 , 则 有 机 溶剂 和 水 的 相 
互 溶解 度 减 小 ,溶质 的 分 配 系数 变化 ,溶质 的 移动 减 慢 。 同 时 ;溶质 的 溶解 度 减 小 ;而 滤纸 
的 吸附 增加 。 

将 一 定量 的 核酸 水 解 产 物 点 在 滤纸 条 的 一 端 , 干 后 ,点 样 端 滤纸 条 末端 淄 人 适合 的 溶 
剂 系统 的 溶剂 槽 中 ,溶剂 槽 置 于 层 析 缸 中 ,年 口 是 密 闭 的 , 缸 中 以 溶剂 蒸气 人物 和 ,溶剂 从 点 
样 的 一 端 通过 毛细 管 效应 ， 向 另 一 端 移动 ， 由 于 溶质 在 水 相 和 有 机 相 之 间 不 断 进行 着 分 
配 , 沿 着 有 机 相 流 动 的 方向 移动 , 溶质 中 的 各 种 不 同 组 分 的 移动 速率 不 同时 ， 就 可 以 彼此 
分 开 。 当 溶剂 的 前 沿 走 到 接近 滤纸 的 另 一 端 时 , 即 取出 滤纸 ; 标 出 溶剂 的 前 沿 位 置 将 其 干 
燥 。 然 后 可 用 适当 的 显 色 剂 显 色 或 放 在 此 外 光 下 观察 ,由 于 核酸 衍生 物 有 强烈 吸收 紫外 光 
的 能 力 , 而 滤纸 本 身 在 紫外 光 下 显 微 弱 的 此 外 荧光 , 于 是 在 有 核酸 衍生 物 的 地 方 ; 显示 出 
黑 点 ;可 用 铅笔 圈 出 。 如 果 想 长 久保 存 , 可 用 照相 纸 放 在 滤纸 下 面 ,用 紫外 光照 射 ; 显 影 后 ， 
有 核酸 衍生 物 的 地 方 出 现 白 点 ,而 其 余部 分 为 黑色 。 此 法 除 用 作 定 性 外 ;也 可 作 定量 测定 ， 
即 把 纸 上 各 斑点 剪 下 ,在 侧 旁 剪 下 相同 大 小 的 一 块 滤纸 作对 照 , 用 0.1VN HCl Spe oa ee 
核 苷 酸 , 用 分 光 光 度 计 测 定 其 紫外 吸收 值 , 从 碱 基 的 克 分 子 消 光 系 数 ,， 即 可 算出 每 个 碱 基 
的 量 。 | 
样品 经 层 析 后 往往 用 比 移 值 Rt 来 表示 某 一 化 合 物 于 纸 层 析 谱 中 的 位 置 , 点 子 的 位 置 
定 出 后 , 即 可 计算 出 Re 值 。 

_ 起 点 至 层 析 斑点 中 心 距 离 
起 点 至 溶剂 前 沿 的 距离 

样品 中 的 每 一 种 成 分 ,在 某 一 种 溶剂 系统 中 分 别 都 有 它们 自己 一 定 的 Ri 值 。 

纸 层 析 按 照 溶 剂 的 展开 方向 可 分 为 上 行 \. 下 行 、 圆 形 三 种 ,采用 哪 种 展开 较 适 宜 , 可 视 
具体 情况 而 定 。 

对 于 各 种 不 同 的 分 离 目的 必须 选择 相应 适合 的 溶剂 系统 ， 可 查阅 有 关 对 此 类 物质 分 
离 所 选用 的 溶剂 ,另外 也 可 经 过 自己 的 实践 找 出 满意 的 溶剂 系统 。 


f 
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操作 步骤 ( 碱 基 的 分 离 ) 


1.RNA 和 DNA WK FH RNA 和 DNA 各 5 毫克 ;加 人 0.1 毫 升 70 一 75 多 
jt AB (HClO,) 在 细 的 厚 壁 玻璃 管 中 封 闭 , 在 100%c 水 浴 中 加 热 60 分 钟 ， 水 解 完毕 后 ， 
小 心 打开 玻 管 ,用 ON KOH 中 和 水 解 液 , 待 其 白色 过 和 氧 酸 钾 〈KCIO,) 沉淀 后 ,请 液 用 于 
纸 层 析 鉴定 。 

2. PERRIER AE “， 称 取 腺 叶 叭 、 鸟 味 叭 、. 尿 喀 啶 、 胞 喀 啶 、 胸 腺 喀 啶 五 种 碱 基 
各 5 毫克 ,其 中 鸟 味 叭 用 1N HCl 1 毫升 溶解 ,其 余 用 0.1V HCl 1 SHAK. 

3. BATE Fh Be al 

(1) 酸性 溶剂 系统 : 65 SAFARI 16.7 毫升 12N HCI ,再 加 蒸馏 水 至 100 SF, 

(2) 碱 性 溶剂 系统 : 60 毫升 正 丁 醇 加 蒸馏 水 30 BH, 在 分 液 漏 斗 中 摇 匀 ， 然后 静 
止 , 弃 去 水 层 , 即 成 水 饱和 的 正 丁 醇 。 

4. 点 样 

C1) 滤纸 , 裁 取 新 华 3 号 滤纸 ,其 大 小 为 16 X 34 厘米 > 距离 纸 边 7 厘米 处 划一 基线 ， 
从 基线 的 中 点 开始 ,向 左右 二 侧 各 间隔 2 厘米 处 作 一 记号 ,然后 在 下 面 标 上 所 点 样品 的 符 
号 及 所 用 谥 剂 系统 。 

(2) RHE: 用 毛细 管 分 别 将 DNA、RNA 水 解 液 和 每 个 标准 碱 基点 到 层 析 滤纸 上 ， 
点 的 直径 不 要 超过 4 毫米 。 若 所 用 的 各 种 碱 基 浓 度 5 毫克 /毫升 ( 即 05%) 点 样 量 5 一 10 
微 升 就 够 了 ( 约 相当 于 每 个 碱 基 量 25 一 50 微克 ), 可 分 几 次 点 ,点 一 次 用 热风 吹 干 再 点 。 

SBR TH) “将 点 样 端的 站 纸 尖 人 层 析 船 内 (注意 不 使 样品 涛 人 )， 并 用 玻璃 棒 
压 住 ,让 其 自由 端 下 垂 ,把 层 析 和 缸 密 封 ,让 溶剂 自行 下 行 , 层 析 约 20 小 时 后 取出 滤纸 , 若 要 
正确 计算 2 值 可 在 溶剂 到 达 滤 纸 前 沿 剩 下 1 厘米 时 取出 , 标 出 溶剂 前 沿 的 位 置 。 

所 测定 1 将 取出 的 层 析 纸 垂 直 挂 于 烘箱 中 ,于 50% EATER, HAR FRR BKK 
吹 干 ), 在 紫外 光 灯 下 观察 碱 基 分 离 情况 ,用 铅笔 圈 出 各 吸收 斑点 的 位 置 , 计 算出 各 碱 基 在 
该 溶剂 系统 中 的 Rs 值 ,与 标准 的 碱 基 对 照 , 确 定 RNA 7K PREM, SBR, Haren, 
尿 喀 啶 四 种 碱 基 或 DNA 水 解 液 中 腺 味 叭 . 鸟 蒜 吟 、 胞 喀 啶 、 胸 腺 喀 啶 四 种 碱 基 在 层 析 谱 
bits. FETE. BRERA OINHCl 洗 脱 下 来 ,测定 特定 波长 的 紫外 吸收 
值 , 从 它们 的 各 自 克 分 子 消光 系数 ,计算 其 含量 。 

Bil: FREI RR AS 20K HAE: 层 析 后 的 紫外 斑点 用 0.1IV HCL3 毫 
Ft tT Heli, MS ODm 王 2.0, MIRE 0.1IN HCl 中 的 克 分 子 消光 系数 ， 从 下 式 
算出 每 毫升 发 酵 液 中 腺 味 叭 的 含量 


OD X M X 稀释 倍数 _ 微克 
克 分 子 消光 系数 X 107 


2.0 X 135 X 3 
哈 一 一 
因此 20 微 升 中 腺 味 叭 含量 为 rnin sac 62.3 微克 


SHAR PRK SEA 62.3 x 50 = 3115 微克 = 3.115 毫克 。 
操作 步骤 
CRNA 水 解 产物 核 苷 酸 的 分 离 , 附 标准 核 苷 及 核 苷 酸 的 层 析 ) 
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1.RNA 的 水 解 称 取 RNA 2 毫克 ,加 0.3N KOH 100 AH, 管 口 封 焊 , 在 37% 
保温 18 小 时 ,得 到 2- 和 3’-B BAR, 加 少量 水 稀释 , 水 解 液 用 氢 型 阳离子 交换 树脂 除 
去 K*, 或 用 HCIO 便 呈 KCIO, 沉淀 ,把 K* 除去 ,并 调节 pH 至 7.0 左右 。 

2. 标准 核 蔡 及 核 蔡 酸 溶液 的 配制 PRAA ARR RE (dA), 脱氧 尿 喀 啶 核 苷 
(dU), AARP RE (dC), Hi SOP (dT), 脱氧 鸟 叮 吟 核 苷 (dG), 3’- 
AMP, 3’-CMP, 3’-UMP 各 10 毫克 ,其 中 dA, dG, AMP, GMP MIRAE] LR 
品 各 10 毫克 ) 用 0.1N HCl 1 毫升 溶解 ,其 它 用 0.01IN HCl 1 毫升 溶解 。 

3. 层 析 的 溶剂 系统 

C1) 硫酸 贸 饱 入 : 柠 檬 酸 一 柠檬 酸 钾 缓 冲 液 〈0.05M pH2.5): 蜡 成 醇 三 70.5:15: 
4.5(V/V) pH3.7 一 4.0。 硫 酸 铵 饱和 流 配 制 后 过 滤 ,柠檬 酸 一 柠檬 酸 钾 缓 冲 液 先 配 成 0.1M 
柠檬 酸 , 在 pH 计 指 示 下 加 入 0.1M 柠檬 酸 钾 至 pH2.5， 有 混浊 过 关 之 , 再 稀释 至 0.05M， 
加 和 人 蜡 戊 醇 后 混 匀 放 置 , 取 下 层 , 测 pH2.6 左右 ,加 浓 氮 水 , 调 pH3.8—3.9, 

(2) 硫酸 铵 饱和 该 :氨水 〈0.2M) : 异 成 醇 一 25:4:1(V/V) pH6.8—7.0, RF RH 
pH 为 7.6 左右 ,加 硫酸 调 至 pH6.8 一 6.9。 

点 样 、 层 析 、 测 定 见 单 向 纸 层 析 法 分 离 核酸 水 解 液 碱 基 成 分 的 操作 步骤 。 计算 各 核 
苷 和 核 背 酸 在 上 述 二 种 溶剂 系统 中 的 Rs 值 , 与 标准 的 核 苷 、 核 背 酸 对 照 * 确 定 核 苷 和 四 种 
核 苷 酸 在 层 析 谱 上 的 位 置 。 各 核 背 酸 还 可 用 紫外 吸收 光谱 的 比值 来 鉴定 , 即 剪 下 含有 各 
核 苷 酸 及 相应 空白 对 照 的 滤纸 后 ,用 0.015N HCl 3 毫升 浸泡 6 一 8 hat, 常 加 摇动 ( 洗 脱 
下 来 的 溶液 pH 为 2.0 左右 ) ,离心 后 上 清 液 用 紫外 分 光 光 度 计 测定 ODim 及 IODia/ODma， 
OD;a/OD:o，OD:o/OD:a 的 值 , 以 鉴定 各 点 。 若 需 定 量 测定 可 根据 OD 的 吸收 值 , 计 算 
出 含量 (以 微克 /毫升 的 单 核 苷 酸 溶液 在 260 毫 微米 通过 一 厘米 光 径 时 的 光 密 度 为 .0.032 
计算 )。 

在 pH3.8 硫酸 铵 饱和 系统 中 dA, dG 不 易 分 开 , 而 dA 或 dG 与 dU，dT HOF. 
各 核 苷 酸 基本 上 能 分 开 。 

在 pH6.9 硫酸 铵 饱和 系统 中 dA, dG, dT 与 dU 基本 上 能 分 开 ， 而 CMP, UMP 
不 易 分 开 而 它们 与 AMP, GMP OFFIC 4.2). 


表 4.2 核 车 和 核 苷 酸 在 上 述 二 种 溶剂 系统 中 Ri 值 


(新 华 3 号 滤纸 20° 左右 下 行 ) 
R, | Ri Ri 
化 合 物 pH3.8 硫酸 铵 饱和 系统 pH6.8 tie Peto AA BE 
dA 0.22 0.05 
dG 0.18 0.11 
dT 0.39 0.33 
dU 0.50 0.45 
3’-AMP 0.29 0.13 
3’-CMP 0.83 to 
3’-GMP 0.33 0.31 
3’-UMP ’ 0.64 0.60 


文献 资料 中 分 离 RNA KP RHO BBRERRBRRH RAK OQ’ 和 3 ) 层 析 溶 剂 系 
统 有 如 下 几 种 ”: 
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1. 硫酸 铵 饱和 溶液 :柠檬 酸 一 柠檬 酸 钾 缓 冲 液 (0;05M,， pH2.5): KR = 70.5:15: 
4:5 pH3:7—+4.0 

2. 硫酸 铵 饱和 溶液 :氨水 (0.2M): BF =25:4:21, pH6.8—7.0, 

3. 硫酸 铵 饱和 溶液 :氨水 〈0.2M): 异 成 醇 二 15:4:1 pH6.6 一 6.8。 

4. 硫酸 欠 饱 和 溶液 :水 :氨水 (0.01M): Sey 24232221, pH5.7 一 5.9。 

5. 硫酸 铵 饱和 液 : 异 成 醇 二 19:1 pH5.6 一 5.8。 

6. 硫酸 铵 饱和 液 : 硼酸 钠 一 氢 氧 化 钠 缓 冲 液 (0.1MpH107: 异 成 醇 于 20:9:1，pH6.3 一 
76; 

RMR ARETE 25°C 左右 配制 的 (饱和 溶液 配制 的 温度 须 与 层 析 的 温度 一 样 )， 
使 用 前 25°C 左右 过 滤 、 各 成 分 按 比例 混和 后 振 摇 一 定时 间 , 放置 后 分 成 水 相 ( 下 相 ) 及 有 
机 相 ( 上 相 ) 层 析 溶 剂 是 使 用 下 相 。 

RNA 碱 水 解 液 中 的 单 核 音 酸 在 各 溶剂 系统 中 的 Re 值 如 下 表 所 示 。 
”， 表 4.3 RNA 碱 水 解 液 中 的 单 核 音 酸 在 溶剂 系统 中 的 Rt 值 
(新 华 3 Siw, 25°C 左右, 下行) 


Refi Bit 


2’-AMP 3’-GMP 2'GMP “|3'-CMP 2’-CMP| 3’UMP 2’;UMP | 时 间 ( 小 时 ) . 


a gE Fs |S — | |__| 


1 0.60 0.45 0.55 21—22 
2 0.20 0.31 0.42 ’ 29—30 
3 0.24 0.37 0.49 2930 
4 : 0.31 0.44 0.53 20—21 
5 0.19 0.31 0.52 i. 28—30 
6 0.33 0.47 0.57 25—26 


附 : WMS MES ETL BTA AS HA Re (Bo 如 表 4.4 所 示 。 

溶剂 系统 : 

(1) 叔 丁 醇 : 丁 酮 :甲酸 :水 = 40:30:15:15(V/V) 

(2) 上 板 丁 醇 : 丁 酮 :水 :氨水 = 40:30:20:10(V/V) 

《3) 正 丁 醇 : 冰 醋 酸 :水 = 50:25:26(V/V) 

(4) Ki 4h Be: LT B= 48.4:43:8.6 (RRL) (V/V) 

(5) 异 两 醇 : 水 : 浓 盐 酸 = 65:18.4:16.6(V/V) 

(6) 仲 丁 醇和 水 混合 取 上 层 

(7) 乙酸 乙 酯 :甲酸 :水 = 70:20:10(V/V) 

(8) 乙酸 乙 酯 :水 :甲酸 = 60:35:5(V/V) 

(9) 叔 丁 醇 : 丁 酮 :水 :甲酸 = 44:44:11:0.26(V/V) 
(=) 薄 层 层 析 法 

薄 层 层 析 法 是 近 十 几 年 来 新 发 展 起 来 的 重要 分 析 技 术 方 法 之 一 ， 它 的 主要 优点 是 比 
纸 层 析 展 层 迅 速 , 一 般 只 需 几 分 钟 到 几 十 分 钟 , 灵 敏 度 比 纸 层 析 大 10 一 100 倍 ，1 一 2 微克 
核 彰 酸 就 能 很 好 检 出 ,操作 简便 ,也 可 使 用 腐蚀 性 的 显 色 剂 s 

薄 层 层 析 除了 与 纸 层 析 一 样 分 配 原理 外 ,还 由 于 层 析 材料 的 不 同 而 异 , 如 用 无 机 硅胶 
或 离子 交换 纤维 素 , 则 主要 是 吸附 原理 或 离子 交换 原理 。 
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RA4 ， 碱 基 等 物质 在 不 同 溶剂 系统 中 的 Rt 值 


常用 来 分 离 核酸 类 物质 的 支持 物 有 DEAE-F#AH FAA ERD. REKER 
等 。 


下 面 分 别 介绍 DEAE- 纤 维 素 粉 及 硅胶 粉 应 用 示例 。 


DEAE- 纤 维 素 薄 层 层 析 
原理 


MATA RE RAAT REBAR RETR BRE SBE BNE 
OD. SHE BE Sp A AMP, ADP, ATP 等 所 得 结果 往往 不 够 理想 ,而 应 用 DEAE 纤 
维 素 进 行 离子 交换 薄 层 层 析 其 分 离 效 果 较 好 ， 这 是 由 于 它 对 分 子 量 大 小 相同 而 在 一 定 的 
pH 值 时 ,带电 荷 略 有 差异 的 各 种 核 苷 酸 有 较 大 的 分 离 能 力 。 例 如 在 pH2.0 或 pH2.3 下 
各 核 苷 酸 的 第 一 磷酸 基 全 部 解 离 , 而 各 核 苷 酸 的 氨基 (NHS) 由 于 PK 值 的 不 同 ， 解 离 情 
RAAF, 因此 各 核 昔 酸 带 负 电荷 的 数量 是 UMP > GMP > AMP > CMP， 而 上 行距 离 
是 CMP > AMP > GMP > UMP, HIRAM, 5 DEAE- 纤 维 素 不 发 生 交换 ,因此 
上 行 到 接近 溶剂 前 沿 。 

由 于 AMP、ADP、ATP 带 有 磷酸 基 团 的 数量 不 同 , 因 此 在 pH3.5 溶剂 系统 中 三 者 
带 有 负电 荷 数量 ATP > ADP > AMP， 因 此 它们 迁移 距离 不 同 从 而 达到 分 离 的 目的 。 

一 般 定性 鉴定 时 最 小 检 出 量 为 1 一 2 微克 核 苷 酸 , 可 应 用 此 法 与 紫外 分 光 光 度 法 配合 
进行 定量 测定 。 

SREY BRERA A 

试剂 

C1) SAR RABE 10 BH, BR G、dG 用 IN HCI ! 毫升 溶解 ,其 余 分 别 用 
0.1N HCl 1 毫升 溶解 。 

(2) 各 种 核 昔 酸 及 脱氧 核 苷 酸 10 毫 克 分 别 溶 于 1 毫升 0.1 NHC! 中 。 

(3) 混合 样品 : 核 昔 与 核 苷 酸 各 10 毫克 溶 于 1 毫升 0.1V HCI 中 。 

(4) BHR: 
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(a) 0.01N HCl (pH2.0), 
(b) 0.005N HCl (pH2.3 )。 


操作 步骤 


1. DEAE- 纤 维 素 处 理 成 Cl- 型 国产 的 DEAE- 纤 维 素 或 “S$erva” DEAE- 纤 维 素 
用 IN NaOH 浸泡 一 小 时 ,蒸馏 水 糙 至 中 性 。1N HCI 浸泡 一 小 时 ， 蒸 馏 水 洗 至 中 性 ， 离 
心 , 即 得 糊 状 DEAE- 纤 维 素 《〈Cl- 型 ) ,冰箱 保 存 备用 。 

2. 铺 层 ”把 处 理 过 的 CI- 型 DEAE- 纤 维 素 加 水 充分 调匀 (干粉 :水 = 1:12W/W)， 

铺 于 洁净 玻 板 上 ;室温 下 放 在 水 平 处 , 待 层 面 固定 后 ,于 60°C 烘箱 中 烘 于 (烘箱 垫 板 应 用 
水 平 仪 校正 六 加 水 调匀 后 的 纤维 素 浆 100 克 约 可 铺 10 X 20 厘米 板 3 块 , 放 置 干燥 器 中 
备用 。 i} 

3. 点 样 与 鉴定 ”点 样 前 将 7 x 10 厘米 板 在 60°C 烘箱 中 烘 15 一 30 分 钟 ,在 离 玻 | 

板 边缘 :1 一 1.5 厘米 处 用 毛细 管 点 样 , 点 样 量 1 一 2 微 升 ( 含 样品 10 一 20 微克 ) 待 点 上 样品 | 
于 后 放 人 溶剂 系统 (a) 或 (b), 在 室温 下 展 层 3 一 5 分 钟 , 溶 剂 前 沿 从 点 样 线 起 上 行 7 一 7.5 
厘米 ,取出 后 吹 干 或 在 60 一 80*c 烘箱 中 烘 干 ,于 紫外 光 灯 下 观察 ,用 铅笔 画 出 斑点 位 置 。 
_ 4. 结果 用 这 二 种 溶剂 系统 已 分 离 了 各 对 核 苷 一 核 昔 酸 及 各 对 脱氧 核 苷 一 脱氧 核 
苷 酸 。 各 核 苷 皆 上 行 到 溶剂 前 沿 ,而 核 苷 酸 则 上 行 较 少 ,因而 相互 分 开 。 各 核 苷 酸 的 上 行 
距离 略 有 差异 CMP > AMP > GMP > UMP， 脱 氧 核 苷 酸 上 行距 离 dCMP > dAMP > 
dGMP>dTMP, 

若 用 0.02N HCl(pH1.7) fk, dCMP 和 dAMP 上 行 太 快 , 不 易 与 其 对 应 的 核 苷 分 
开 ; 用 0.0003N HCICpH3.5) 展 层 , 则 UMP #1 dTMP 基本 停留 原点 , 故 这 二 种 溶剂 不 宜 
采用 。 

AMP—ADP—ATP. 的 分 离 

试剂 

1.AMP，ADP，ATP #1025331 23+ 0.1N HC! 溶解 。 

2. 溶 剂 系统 

(1) 0.1M 柠檬 酸 钠 缓冲 流 (pH3.5) 

(2) 0.02M HCICPH1.7) 

3.42 HW AMP 分 子 上 只 有 一 个 磷酸 基 轩 ，ADP 有 二 个 , ATP F=%, A 
此 ;在 同一 pH 条件 (pH1.7 或 pH3.5) F, 由 于 磷酸 基 的 解 离 而 使 三 者 带 负电 荷 的 数量 
ATITP 之 ADP>AMP， 从 而 在 阴离子 交换 纤维 素 上 被 分 开 ， 上 土 行 距离 AMP > ADP > 
ATP。 

在 0.01V HC! (pH2) 展 层 时 , 核 苷 酸 带 负 电 较 pH1.7 时 为 多 , 展 层 后 ATP LAE 
留 原 点 , 故 不 宜 采 用 。 但 在 pH3.5 HC 展 层 时 ,三 者 带 负 电荷 更 多 , 上 行距 离 比 pH2 时 
更 少 ,， 亦 不 宜 采用 。 但 在 pH3.5 柠檬 酸 一 柠檬 酸 钠 缓冲 波 中 三 者 上 行距 离 却 要 比 pH2 | 
的 HCl 中 增 大 ,这 说 明 用 DEAE- 纤 维 素 薄 板 层 析 时 ,样品 上 行距 离 不 仅 与 PHA, th 
与 溶剂 系统 性 质 有 关 。 
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滤纸 延展 单 向 双 级 展 层 分 离 混 合 核 茜 酸 
试剂 
C1) 混合 核 昔 酸 的 配制 见 前 。 


(2) 溶剂 系统 : 第 一 级 0.005N HC! (pH2.3) 
第 二 级 0.05N HCl (pH1.3) 


操作 步骤 


12 R20 KKAN DEAE 纤维 素 板 , 在 薄板 上 端 接 一 张 宽度 与 板 和 相同 ,长 为 
8 一 10 厘米 的 新 华 层 析 滤 纸 , 设 法 使 滤纸 紧 贴 薄 层 ,点 样 量 1 一 2 ACE 10—20 微克 )， 
其 余 操 作 同 前 。 

2. 展 层 ”， 于 密闭 层 析 缸 中 室温 下 用 0.005N HCI (pH2.3) RE 30—40 分 坤 ;溶剂 
前 沿 从 点 样 线 起 上 行 17 厘米 时 ,取出 薄板 , 直接 置 于 另 一 密闭 层 析 币 中 , 用 0.05N HCl 
(pH1.3) 室温 继续 展 层 60 一 70 分 钟 ,溶剂 上 行 8 一 9 厘米 。80sC 烘 干 。 为 缩短 层 析 时 间 ， 
展 层 应 在 密闭 层 析 缸 中 进行 。 用 滤纸 延展 法 可 节约 板 长 , 若 不 用 滤纸 延展 , 用 30 厘米 长 
的 薄板 亦 有 同样 效果 。 

3. 结 果 用 上 述 方法 已 使 四 种 3'- 核 苷 酸 混合 物 得 到 分 离 。 上 行距 离 CMP > AMP 
> GMP > UMP, 


定量 测定 


操作 同 定性 分 离 测定 。 点 样 量 约 在 10 一 20 微克 之 间 , 点 样 时 在 薄 层 上 应 留 出 一 条 适 
当 的 位 置 以 作 定量 时 的 空白 对 照 用 。 展 层 后 用 刀片 把 各 诅 点 部 位 的 DEAE- 纤 维 素 作 适 
当 扩大 后 整 片 刮 下 ,并 在 空白 对 照 的 相应 Ri 部 位 刮 下 等 面积 的 薄 层 , AES De. 
分 别 放 人 离心 管 中 , 每 管 加 入 0.LV HC 4 毫升 , 在 室温 下 放置 4 小 时 ,并 间歇 地 加 以 振 
荡 , 然 后 离心 10 分 钟 (3500 转 /分 钟 ), 小 心 倒 出 上 清流 (防止 纤维 素 导 进入 测定 杯 中 )。 
在 紫外 分 光 光 度 计 下 测定 光 密 度 〈《OD:o) 值 , 计 算 含量 。 

硅胶 薄 层 层 析 

试剂 

1. 样品 的 配制 

(1) 碱 基 Ade, Cyt, Gua, Thy, Ura 10 毫克 /毫升 , 其 中 Gua 和 混合 样品 用 TIM HCl 
溶解 ,其 他 用 0.1V HCI 溶解 。 

(2) KH dA dG dT dU 10 毫克 /毫升 ,其 中 dG 和 混合 样品 用 0.IV HCI 溶解 ;其 
他 用 0.01NHCI he, 

(3) EH 3’-AMP, 3’-CMP, 3’-GMP, 3’-UMP 10 毫克 /毫升 ,其 中 AMP、GMP 
和 混合 样品 用 0.1N HC] 溶解 ,其 他 用 0.0IN HC] 溶解 。 

2. BHIAB 

(1) 正 丁 醇 水 饱和 洲 : 分 析 纯 正 丁 醇 于 分 液 漏斗 中 加 水 剧 扬 后 ,放置 过 夜 分 层 , 取 上 
层 。 
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(2) RB CC. P.): RAK (A. RK.) K = 6:3:1(v/v) BK. 
(3) ET & (A. R.): BERR (A. R.): 水 一 5:2:3(v/v) BR. 
(4) BiB ee te AR: 7k (0.2M): RR = 25:4: 10v/v) 取 下 层 。 


操作 步骤 

1. 铺 层 ”“” 通常 用 作 薄 层 层 析 的 硅胶 G， 是 一 种 已 添加 了 粘 合剂 的 硅胶 粉 ， 它 含有 
12—13% WA 〈CaSO,)， 如 果 是 自制 的 200 一 300 目 硅 胶 粉 , 铺 板 时 加 入 13% 的 无 水 
CaSO,。 称 取 硅 胶 G9 克 加 14 毫升 左右 蒸馏 水 , 立即 调匀 成 浆 状 后 (此 步 操 作 时 间 不 宜 过 
长 ,否则 其 中 石膏 要 凝固 而 铺 层 不 好 ) 倒 人 10 X 20 厘米 洁净 干燥 玻 板 中 , 慢 慢 抖动 铺 平 ， 
水 平 放置 凝固 后 ,在 100° 烘 干 , 放 于 干燥 器 中 保存 ,使 用 前 于 120°C 烘箱 中 活化 3 小 
时 。 

2. 点 样 ”在 离 玻 板 边 缘 1 一 1.5 厘米 处 用 毛细 管 点 样 ; 点 样 1 一 2 微 升 ( 含 样品 
10 一 20 微克 ), 点 的 直径 约 2 毫米 左右 。 待 样品 吸收 后 展 层 ， 展 层 分 离 后 50 一 60%c 烘 
2 一 3 小 时 ,紫外 光 灯 下 观察 , 画 出 斑点 位 置 , 标 算 Rt 值 ,所 得 结果 如 下 表 所 示 : 


表 4.5，” 碱 基 、 核 苷 和 核 昔 酸 在 各 种 溶剂 系统 中 Rt 值 


R R R R 
正 丁 醇 水 饱和 液 | 异 两 醇 : 浓 提 水 :水 | ETEK RM Re 
ARNE 0.50 0.88 0.74 0.34 
paRene 0.32 0.77 0.62 0.60 
eens 0.09 0.80 0.71 0.23 
Ha RR Rae 0.76 0.90 0.80 0.46 
and 0.68 0.88 hE Fg 0.74 
脱氧 腺 苦 0.44 0.82 0.79 0.26 
BASE 0.08 0.69 5 Ag 0.17 
脱氧 胸 昔 0.56 0.78 0.72 0.40 
脱氧 尿 苦 0.50 0.76 0.71 0.62 
3- 腺 考 酸 0.10 0.33 0.34 0.32 
3'- 胞 昔 酸 0 0.09 0.27 .0.47 
3- Oe 0 0.09 0.12 0.57 
3 - 尿 昔 酸 0 0.07 0.36 0.56 


(三 ) 离子 交换 树脂 柱 层 析 法 


Cohn 等 人 (〈1949) 最 初 发 展 了 用 离子 交换 层 析 分 离 核酸 组 成 成 分 的 方法 中 ,至 今 广 
泛 地 应 用 于 这 些 成 分 的 定性 、 定 量 分 析 和 生产 制备 方面 。 纸 上 层 析 和 纸 电 泳 适 用 于 小 量 
核酸 水 解 物 的 分 离 , 柱 层 析 适 于 分 离 比 较 大 量 的 核酸 水 解 产 物 。 离子 交换 树脂 柱 层 析 已 
普遍 地 应 用 于 核酸 类 物质 的 分 析 和 生产 。 

离子 交换 树脂 种 类 很 多 ,根据 其 活性 基 团 ( 亦 称 为 离子 交换 基 团 ) 的 不 同 , 有 强酸 性 阳 
离子 交换 树脂 , 常用 的 为 聚 苯 乙 烯 -二 乙烯 苯 为 母体 的 强酸 性 阳离子 树脂 , 它 具 有 活性 磺 
酸 基 -SO3H (国产 树脂 732 以 及 Dowex-50 等 ); 有 强 碱 性 阴离子 交换 树脂 , 它 具 有 活性 的 
季 胺 基 -N+(CHs)OH-( 国 产 717、711， 上 海 化 工学 院 粉 未 阴 树 脂 201 x 8，Dowex-1， 
Dowex-2 等 ); 有 弱酸 性 阴离子 树脂 ,具有 一 COOH 基 (Zerolite 226, Amberlite IRC-50); 
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有 弱 碱 性 阳离子 交换 树脂 , 具有 一 NCCHs3): 基 。 

为 了 用 离子 交换 法 来 分 离 核 背 酸 , 必须 使 各 核 苷 酸 显示 对 交换 树脂 有 不 同 的 亲 和 性 ， 
这 个 亲 和 性 是 由 若干 因素 所 决定 的 ,例如 : 待 分离 物 质 的 离子 化 状态 , 非 极 性 吸附 等 ,而 
最 重要 的 是 被 交换 物质 的 净 电 荷 数 。 每 个 物质 的 净 电 荷 数 是 由 解 离 度 来 决定 的 , 而 解 离 
度 又 由 溶液 的 pH 值 决 定 。 因 此 ,要 了 解 核 苷 酸 的 离子 交换 分 离 , 必须 和 弄 清楚 核 疹 酸 各 解 
ZEON AEM pH 的 关系 ,也 就 是 各 核 痛 酸 分 子 的 净 电 荷 数 和 .pH 的 关系 ( 见 图 4.2)。 


AMP 


离子 化 程度 ( %) 


CMP 


磷酸 基 一 级 解 离 。 
.磷酸 基 二 级 解 离 。 
- 碱 基 上 氨基 CNH3) 的 解 离 。 
» Wie EG RESK OH 的 解 离 。 


UMP 
aa oF RP 


一 | 
了 


PH 
4.2 单 核 昔 酸 的 解 离 曲线 


表 4.6 为 核酸 各 成 分 解 离 基 团 的 pK 值 。 

从 表 4.6 可 以 看 出 , 核 背 酸 可 解 离 的 基 团 是 氨基 \ 烯 醇 基 和 磷酸 基 ， 它们 的 解 离 常数 是 
进行 离子 交换 层 析 分 离 的 基础 。 烯 醇 基 的 pK 值 常 在 9.5 以 上 ,此 pK 值 一 般 不 适用 于 核 
苷 酸 的 分 离 , 氨 基 和 磷酸 基 都 很 重要 ,磷酸 基 一 级 解 离 的 PK 值 为 0.7 一 107 相互 的 数值 比 
较 接 近 , 因此 不 宜 用 作 分 离 的 依据 ,各 种 核 苷 酸 的 氨基 (UMP 除外 ) 的 pK 值 却 不 同 , 它 们 
的 pK 值 在 2 一 5 之 间 , 相 差 较 大 ,在 离子 交换 层 析 分 离 中 起 着 决定 性 的 作用 。 

离子 交换 分 离 过 程 可 以 分 为 二 步 : 第 一 步 为 交换 吸附 , 即 在 物质 分 配 系数 差异 大 的 
条 件 下 ,使 分 离 物质 吸 留 于 树脂 顶部 。 第 二 步 为 洗 脱 过 程 , 即 在 树脂 柱 中 流 过 适当 的 溶剂 ， 
减弱 物质 对 树脂 的 亲和力 ,并 在 各 物质 的 分 配 系数 有 差异 的 条 件 下 ,先后 分 离 洗 脱 下 各 物 
质 。 所 以 离子 交换 树脂 分 离 的 主要 问题 ,在 于 调节 树脂 和 物质 之 间 的 亲和力 ,以 造成 各 物 
质 的 分 配 系数 的 差异 而 得 到 分 离 。 

对 于 核 苷 酸 的 离子 交换 层 析 ， 其 吸附 条 件 是 : ”使 用 阳离子 交换 树脂 时 应 使 各 核 苷 酸 
尽 可 能 多 带 正 电荷 ,使 用 阴离子 交换 树脂 时 应 使 各 核 苷 酸 尽 可 能 多 带 负电 荷 。 

要 使 各 核 苷 酸 尽 可 能 多 带 负 电荷 ， 就 要 使 核 苷 酸 上 的 磷酸 基 一 级 解 离 〈PK1 AA), 
一 NH3(pPK4.4 一 2.3)， 磷 酸 基 二 级 解 离 〈《pK6 左右 ) 都 完全 。 所 以 用 阴离子 交换 树脂 吸 
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表 4.6 ”核酸 各 成 分 解 离 基 团 的 PK 值 


A 基 一 N 一 C 一 | PRE 
成 分 “| 磷酸 基 一 级 解 离 磷酸 基 二 级 解 离 | | 1 =N— | Bie 
(—NH?) H O H 
wees 4) 424.2 无 
Sey pisys 9.3—9.6 12.3 
尿 喀 喧 ， 9.5 
胸腺 哮 喧 9.9 
el Nag WE 4.6 t2¢2 
5-FA 2 Hamme 4.84.6 51234 
| RBA ]] 3.4 一 3:6 4,612.5 
SRE 1.6 Ey oe 12.3 
Reet 9.29.3 12.3 
Rape MSaSpic| 4ih49H pis ¥2.3 
胸腺 核 昔 9.8 ae 
2'- BRE aed 3.79 6.12 
3A” 3.56 6.06 
5-- 腺 昔 酸 a 3.89 6.48 
Soe 0.7 a 5.92 : 9.35 
REM, 1.02 5.88 9.43 
Ha Bi GEER 1.6 6.5 10.0 
2 二 腹 苦 酸 K. 4.36 6 J 
3'- 胞 埋 酸 0.8 4.28 6.0 
5B ， 4.44 6.07 


me | : t 站 : 
PERRY pH 应 为 6—8, | ) | 

要 使 各 核 昔 酸 尽 可 能 多 带 正 电 荷 ; 则 相反 ; 尽 鲁 使 这 些 基 团 都 不 解 离 , 同时 也 应 考虑 
味 叭 核 音 酸 对 酸 的 稳定 性 ,所 以 用 阳离子 交换 树脂 吸附 核 音 酸 的 pH 应 在 1.5 左右 。 

HEME, 就 要 降低 亲 和 态 ,又 要 造成 分 配 系 数 的 差异 。 主要 驹 调节 洗 脱 液 的 
pH, fell SPER T (EE FEDS , 7) #9 De MBL ee oH Pe Bh ORE DM 
BR. | 

EPABARERY, TF ASML DENI. BRD DH, tb BCE MEN fa A Be EE 
后 被 洗 脱 下 来 。 由 于 各 核 音 酸 的 一 NE HY pK 值 分 别 为 :CNMP4.28，AMP3.56，GMP2.3， 
UMP A —NH*t, MHE—NHt 的 解 离 式 : —NH{==—NH, + H*, pK ft*k,—NH? 
AWS AE Ov). 即 一 NH, 结合 H+ 能 力 愈 强 。 所 以 用 酸 洗 脱 过 程 中 , 随 pH 下 降 ; 四 种 
核 昔 酸 的 丰 对 分 配 系数 都 逐渐 降低 (图 4.3 4.4), 首先 是 CMP 结合 Ht 成 为 正 离子 而 
被 活脱 下 来 。 阴 柱 洗 脱 的 顺序 似乎 应 为 CMP、AMP、GMP、UMP， 但 是 实际 洗 脱 过 程 ， 
还 需要 考虑 非 航 性 吸附 ; 据 实验 测定 , 嗓 聆 对 聚 杀 乙烯 糙 脂 母体 的 非 极 性 吸附 比 喀 啶 大 
三 倍 。 实 际 洗 脱 顺序 就 为 CMP: AMP, UMP, GMP, 

使 用 阳 柱 分 离 时 ,可 用 水 洗 脱 ,逐步 提高 bH, MDA RAMEY, 而 使 它们 先后 
BEBE. 祖 据 同样 的 质 理由 二 NEHY 的 解 离 能 力 来 分 析 ; 间 往 的 洗 脱 硕 译 似 乎 应 为 
UMP, GMP, AMP, CMP, “由 于 非 极 性 吸附 ， 实 际 洗 脱 顺序 应 为 _ UMP、GMP、CMP、 
AMP。 
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操作 步骤 


I. 阳离子 交换 树脂 的 预 处 理 及 转型 ““ 聚 茶 乙 烯 一 二 乙烯 茉 的 强酸 性 阳离子 交换 树 
脂 交 换 基 团 〈 一 SO3H)， 交 换 量 4 毫克 当量 / 克 王 树脂。 

市 售 的 商品 聚 葵 乙 烯 型 的 强酸 性 离子 交换 树脂 多 以 钠 型 供应 。 由 于 新 的 交换 树脂 中 
贡 含 一 些 水 溶性 杂质 ,所 以 要 先 用 酸 碱 处 理 除 去 。 

CL) 新 树脂 先 用 水 浸泡 ,以 浮 选 法 去 除 漂浮 物 及 杂质 ; 

(2) 用 相当 于 树脂 体积 四 倍 的 1 一 2 NaOH 缓慢 流 洗 ， 再 用 蒸馏 水 洗涤 到 近 中 


(3) 用 相当 于 树脂 体积 四 倍 的 1 一 2V HC 缓慢 流 洗 ,再 用 蒸馏 水 洗涤 到 近 中 性 ; 

(4) 重复 (2) 一 (3) 步骤 一 次 ; 

(5) 用 适当 试剂 处 理 , 使 成 为 所 要 的 型 式 (如 Ht 型 用 1 一 2V HCl 处理 ，Na+ 型 用 
1—2N NaOH 或 NaCl 处 理 , 本 实验 中 为 H+ 型 , 故 最 后 用 HCl 处 理 ); a2 

(6) 最 后 用 水 洗 至 中 性 , 待 用 。 : 

2.34% ”对 于 分 析 实 验 , 如 要 分 析 分 离 10 一 20 毫克 的 RNA KR AAR 
浓度 以 每 毫升 1.5 一 3 毫克 为 宜 (总 的 上 柱 量 为 10 一 20 毫克 左右 ) ,选用 柱 长 约 20 一 30 B 
米 , 柱 径 为 0.8 一 1.0 厘米 左右 。 

柱 先 用 铁 架 \ 铁 夹 垂直 固定 ,在 经 过 预 处 理 的 离子 交换 树脂 中 加 入 少量 蒸馏 水 , 搅 匀 ， 
SiS BA, 然后 打开 下 端 活塞 , 边 排水 边 继 续 加 树脂 (注意 勿 使 水 面 低 于 树脂 表面 )， 
直至 树脂 高 度 达 15 厘米 左右 。 要 求 树脂 内 无 气泡 ,更 不 能 有 树脂 层 断 裂 现象 * 树 脂 沉 降 
要 均匀 ,无 明暗 界面 产生 ,树脂 表面 应 水 平 , 装 完 后 ,为 使 柱 稳定 ,可 用 蒸馏 水 流 过 ,平衡 过 
夜 , 待 用 。 ; 

3. 加 样 ， 加 样 前 ,阳离子 交换 层 析 柱 先 用 相当 于 树脂 体积 二 倍 的 -pH1.5 的 0.03V 
HCl 平衡 , 待 流出 液 pH 值 为 1.5 时 , 即 可 上 柱 。 mi 

把 树脂 表面 多 余 之 液体 用 泣 管 轻 轻 地 吸 去 后 ,用 移 流 管 沿 柱 壁 缓 缓 加 入 样品 * 即 核酸 
水 解 液 或 四 种 单 核 昔 酸 的 混合 液 (此 混合 液 事先 用 ON HCL 调 至 pH 1.5) 含 核 背 酸 共 20 
毫克 。 注 意 不 使 树脂 表面 扰动 ,打开 下 端 活塞 , 样品 被 吸收 后 , 立即 用 少量 pH 1.5 水 将 
玻璃 柱 内 表面 吸附 着 的 样品 洗 下 ,再 在 柱 表面 上 加 蒸馏 水 并 加 塞 , 然 后 和 柱 上 端 蒸馏 水 洗 
脱 液 接 通 ,用 蒸馏 水 进行 洗 脱 。 

4. 流 出 液 的 收集 ”在 pH 1.5 时 ，AMP、CMP、GMP 上 的 氨基 带 正 电荷 ,可 被 阳 
离子 交换 树脂 所 吸附 ，UMP 没有 氨基 ,不 带 正 电荷 直接 流出 , 不 被 树脂 吸附 ， 当 用 营 饮 
水 洗 脱 时 ， 随 着 pH 的 升 高 ，GMP、CMP、AMP 上 的 氨基 解 离 度 增 大 的 程度 不 同 ,而 先 
后 失去 在 阳离子 交换 树脂 上 的 吸着 能 力 , 按 GMP, CMP, AMP 顺序 流出 。 

应 用 自动 部 分 收集 器 收集 洗 脱 液 ,流速 控制 在 .3 毫升 /35 分 钟 ( 流 速 可 通过 洗 脱 瓶 的 高 
度 来 调节 ), 如 果树 脂 的 吸附 作用 较 强 ,为 了 缩短 洗 脱 的 全 过 程 ,用 蒸馏 水 将 UMP、GMP、 
CMP 洗 下 后 ,可 换 用 3 多 NaCl 洗 脱 ,以 增加 竞争 性 离子 的 强度 ,减弱 树脂 的 吸附 作用 ,使 
AMP 提早 洗 出 。 用 紫外 分 光 光 度 计 测 定 各 管 流出 液 的 ODxo 值 。 

柱 层 析 分 离 完毕 后 ,把 同一 峰 的 收集 液 合并 ,在 OD 测 其 吸收 值 ,根据 总 体积 ,可 计 
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| ”算出 每 种 核 昔 酸 的 量 , 计 算 回收 率 , 若 要 定性 鉴定 各 峰 成 分 , 则 可 根据 峰 形 选 择 适 当 的 管 
| 号 用 纸 电 泳 法 鉴定 ( 见 电泳 分 离 鉴定 部 分 )。 


RUNS FA AF-3’ -磷酸 
WRURNS FR AT-5' 磷酸 


WO RR 
ADE Me 4 TF FR 


净 电 荷 


DR MEME HEF 


4.3 &PBRERAT ENS HS pH 的 关系 。 


FA OD 
操作 步骤 


LA BFERA BOHRA RED ”国产 201X8 强 碱 性 阴离子 交换 树脂 葵 乙 烯 
三 二 乙烯 茉 TCEHN+(CH3)iCI-] 交 换 量 3 毫克 当量 /1 克 干 树脂 ,用 3 一 4 倍 体积 LV NaOH 
浸 洗 1 一 2 小 时 ,用 蒸馏 水 洗 至 中 性 ,再 用 3 一 4 倍 体积 LV HCl iad 1 一 2 小 时 ,用 蒸馏 水 
洗 至 利 性 备用 ,此 时 树 了 脂 处 理 成 Cl- 型 

2: 装 壮 -， 同 阳离子 交换 树脂 装 柱 方法 。 

3. fo “加 样 前 ,阴离子 交换 层 析 柱 , 先 用 相当 于 树脂 体积 二 倍 的 _pH7.2 的 水 (以 
fi NaOH 溶 被 调 pH) 平衡 , 待 流出 液 pH 值 为 7.2 时 , 即 可 上 柱 。 

把 树脂 表面 多 条 之 液体 用 滴 管 轻 轻 地 吸 去 后 ,用 移 液 管 沿 柱 壁 缓 缓 加 和 人 样品, 即 四 种 
单 核 背 酸 的 混合 液 ( 此 混合 液 事先 用 ON NaOH 调 至 pH7.2)， 含 核 昔 酸 量 共 20 毫克 。 注 
意 不 使 树脂 床 表面 扰动 ,打开 下 端 活塞 ,样品 被 吸收 后 ,用 少量 的 pH 7.2 KB SERS 
柱 内 表面 的 样品 洗 下 。 

4. 洗 脱 与 收集 ”上述 四 种 核 苷 酸 的 混合 液 用 6M NaOH 调 至 pH7.2 后 , RM BF 
酸 的 磷酸 基 解 离 而 带 上 负电 荷 , 可 被 阴离子 交换 树脂 吸着 。 当 用 -0:0025N_ (pH2.6 #4) 
HCl, 0.0035N (pH2.46 #4), 0.005—0.0075N (pH2.3—2.1) HCl, 0.010N (pH2-# 
AR) HCI 分 段 洗 脱 时 , 随 着 pH 的 降低 ,磷酸 基 解 离 度 也 逐渐 降低 , ct PN BT AY 
相对 分 配 系数 都 逐渐 降低 ( 见 图 4.4), 当 pH 2 以 上 时 ，CMP 的 相对 分 配 系数 的 数值 降 
低 减 少 得 最 快 。 因此 阴 柱 的 洗 脱 顺序 为 CMP、AMP、GMP、UMP。 但 是 由 于 味 叭 对 茶 
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HARP RS He Pe ASO TEAR ERO ELM A= A, PAILS BR PERIIRED9 CMP, AMP, UMP, 
GMP, LG PRAY Ul GE FAS YL 阳离子 交 换 树 脂 部 分 。 


0.04 0.07 0.4 0.2, 0.4 0.7% 1.0:| 2.0 4.0 
相对 分 配 系 数 


4.4 核 苷 酸 的 相对 分 配 系数 与 pH 的 关系 


=. Bike AA 
(一 ) 纸 电 泳 分 离 核 昔 酸 


原理 


核酸 组 成 成 分 具有 各 种 各 样 的 解 离 基 团 ， 因此 可 以 在 它们 解 离 状态 差异 较 头 的 pH 
ER BEAT Hk BS. Gordon, Reichard. Davidson 3 (1951) 最初 做 巴 核 酸 组 成 成 分 的 电 
KDE. WEA AER BAL. Peat RRP BET Ap ae 
的 分 离 。 

核 萌 酸 可 以 解 离 的 基 团 有 磷酸 基 , 一 NH3 和 烯 醇 基 。 其中 各 核 间 酸 确 酸 基 ( 一 级 和 
二 级 解 离 ) 解 离 差 异 不 大 。 另 外 只 有 尿 背 酸 和 乌 背 酸 有 烯 醇 基 。 且 解 离 差 异 也 不 大 。 而 胞 
苷 酸 和 腺 背 酸 又 没有 此 基 团 。 所 以 电泳 分 离 最 好 是 利用 各 核 苷 酸 的 氨基 解 离 差 。 由 表 
4.7 可 以 看 出 ,在 pH3.5 FA, 各 核 苷 酸 的 氨基 解 离 差 最 大 * 是 电 痣 分离 的 最 适 pH, RI 
pH3.5_. 时 ,各 核 苷 酸 氮 基 带 正 电 荷 离子 化 程度 分 别 是 -CMP 0.89 (pK4. 24). AMP 0.54 
(pK3.56), GMP0,.06(pK2.3), UMP 0〈《 没 有 氨基 )。 在 pH3.5 时 各 核 茸 酸 的 磷酸 基 一 
级 解 离 已 完全 , 带 上 一 个 负电 荷 ， 磷 酸 基 二 级 解 离 尚 未 进行 ， lina 
荷 各 为 UMP-1, GMP-0.94, AMP-0.46, CMP-0.11 (lL F#) 1 dees 


#47 四 种 核 苷 酸 在 PH3.5 时 离子 化 程度 以 及 净 负 电荷 


TARA ga 2& (NHS) 解 离 的 PK 值 wy St Ree 


UMP 
GMP 
AMP 
CMP 


0.06 
0.54 
0.89 


2.30 
3.56 
4.28 
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所 以 电泳 时 ,各 核 背 酸 向 正极 移动 速度 UMP > GMP > AMP > CMP, 


操作 步骤 


1. 缓冲 液 的 配制 BREET FRR (CsH,O, ; H,0) 16.2 be tt RR= PW, (Na;C,H;0, 中 
2H,O) 6.7 克 加 蒸馏 水 使 溶解 ,最 终 体积 为 2000 毫升 , 即 成 pH3.5 柠檬 酸 一 柠檬 酸 钠 缓 
冲 液 。 将 上 述 缓冲 液 加 到 电泳 槽 内 ,使 二 边 槽 内 的 液 面 高 度 一 致 

2. 配 制 四 种 单 核 昔 酸 标准 液 (AMP、GMP、CMP、UMP) E453 /2Ft 
(以 水 作 溶 剂 )。 

3. ,点 样 

C1) 证 纸 大 小 为 30X10 厘米 ,距离 纸 端 10 厘米 处 划一 基线 ,从 基线 的 中 点 开始 向 左 
右 二 侧 间隔 1.5 厘米 作 一 记号 ; 共 5 点 , 标 上 应 点 溶液 的 符号 。 

(2) 点 样 ,用 毛细 管 将 被 测 液 和 标准 样品 AMP, GMP, CMP, UMP, 4) 3) RFR 
上 ,每 一 种 样品 均 点 2 一 3 次 左右 ,点 的 直径 小 于 2 毫米 。 

4 LK FH Fag Be ASG Hk BR RY SB He MR SR Eg PE he JR A aR AK 
平整 地 放 在 电泳 槽 的 滤纸 架 上 , 纸 二 端 垂 于 缓冲 液 中 , 盖 上 电泳 槽 盖子 ;平衡 :5 分钟 , 接 上 
电极 , 调 电 压 为 300V， 室 温 通电 2 小 时 半 ( 注 意 点 样 端 为 负极 , 切 纪 接 取 )。 

5. 烘 于 电泳 完毕 后 ,关闭 电源 ,取出 滤纸 , 平 放 在 玻璃 架 上 ,于 80% HRA 
或 用 电 吹 风 吹 于 。 

6. 紫外 光 灯 下 观察 及 成 分 鉴定 ，， 将 滤纸 放 于 紫外 光 灯 下 观察 分 离 情况 ， 用 铅笔 画 
出 各 斑点 的 位 置 ,被 测 样品 与 标准 核 昔 酸 对 照 , 确 定 为 哪 种 核 苷 酸 。 

7. 结果 讨论 ”从 纸 电泳 层 析 谱 可 以 看 出 各 单 核 苷 酸 在 电场 中 移动 的 距离 大 小 ， 其 

次 序 为 UMP 之 GMP > AMP > CMP, (A 4.5). 


(=) 琼脂 糖 北 胶 电泳 分 离 核 昔 酸 5 
-为 了 使 电泳 时 间 更 缩短 , 且 使 核 苷 酸 类 物质 分 得 更 好 ， 


| | HeLa EER 
ay EFA By FE AL ke AES BE kk RAS EE BE Hk EL 
琼脂 糖 凝 胶 作为 支持 物 , 分 离 鉴定 效果 好 , 需 时 短 , 一 般 分 腺 嘎 吟 核 音 酸 
离 AMP, ADP, ATP 只 需 8 二 10 45S DSREM Se 
叭 、 胞 旷 喧 、 Rete ME TEMBER. REL = 
酸 、 三 磷酸 只 需 15 分 钟 , 可 以 用 作 定 性 ,也 可 以 定量 。 =| 
原理 
岛 味 叭 核 苷 酸 
分 离 核 苷 酸 的 原理 与 纸 电 泳 相 同 , 但 经 比较 ,在 pH3.1 
的 缓冲 系统 中 分 离 比 pH3.5 的 效果 好 。 
试剂 Be ENE RY PAS 
C1) RHBAK: 四 种 标准 单 核 苷 酸 溶液 10 毫克 / 毫 ib Hy hav WOE 
Te MRK HRA. 


(2) 0.05M 柠 榜 酸 一 柠檬 酸 钠 缓 冲 液 ，pH3:le 


(3) 洗 脱 洲 0.05N NaOH 溶液 。 

(4) 0.4% 琼脂 糖 凝 胶 板 。 

称 取 琼 脂 糖 0.4 SEAT 50 毫升 蒸馏 水 中 ,溶解 后 , 另 取 50 SF pH3.1, 0.05M 柠檬 
酸 缓冲 液 ;, 加 热 60°C, 趁 热 与 前 者 混 匀 , 即 得 0.4%pH3.1, 0.025M 柠檬 酸 缓冲 液 的 琼脂 
TAYE Bo 


操作 步骤 


Lal 9X 10 厘米 玻 片 平 置 于 事先 用 水 平 仪 校正 水 平 的 平板 玻璃 上 ， 吸 取 
14 一 15 毫升 琼脂 糖 溶液 , 平 铺 于 玻 片上 , 静 置 10 一 20 分 钟 让 琼脂 糖 凝结 。 

2. 电泳 “在 电泳 槽 中 倒 人 pH3.1，0.05M 柠檬 酸 缓冲 液 , 使 二 边 电泳 槽 中 液 面 在 
同一 水 平面 上 ,将 制 好 的 琼脂 糖 凝 胶 板 平 放 于 电泳 槽 中 , 凝 胶 板 的 表面 与 电极 槽 缓冲 芒 的 
液 面 越 接近 越 好 ,在 凝 胶 板 二 端 分 别 搭 上 用 缓冲 液 漫 湿 的 四 层 滤 纸 ,滤纸 的 另 一 头 淄 人 组 
冲 液 , 作 为 电 桥 。 

把 新 华 层 析 滤 纸 (4 S) 或 华 脱 门 3 号 滤纸 用 刀片 裁 成 宽 约 1.5 毫米 ， 长 约 8 毫米 的 
小 条 ,用 微量 注射 器 吸取 每 种 单 核 苷 酸 溶液 10 微 升 及 待 测 液 10 微 升 ,分 别 点 到 滤纸 小 条 
上 ( 共 点 五 条 滤纸 小 条 )， 用 眼科 锰 子 将 芯 有 样品 的 小 纸 条 族人 琼脂 糖 凝 胶 板 上 负极 一 边 
8 Keb, SHOWS AE 1.5 厘米 左右 , 注意 在 嵌 人 时 不 使 小 纸 条 牌 斜 ,然后 
接 通 电源 ,调节 电压 为 300 伏 , 进 行 电泳 ,电泳 时 间 约 10 分 钟 左 右 , 电 泳 完毕 后 关闭 电源 ， 
取出 凝 胶 板 在 紫外 光 灯 下 观察 结果 ， 用 特种 铅笔 在 凝 胶 背 面 疾 出 紫外 吸收 的 斑点 ， 与 标 
准 单 核 苷 酸 对 照 ,确定 四 种 核 苷 酸 在 电场 中 移动 距离 的 大 小 ， 其 次 序 为 ; UMP > GMP > 
AMP. > CMP, 

若 需 定量 测定 ， 在 紫外 光 灯 下 ， AKAN DRORS RAM RUE, eS 
| RFRA ORB EON ROSARY, RUT NSeHBE RSD aK 
到 试管 中 ,加 入 5 毫升 005NV NaOH 洗 脱 液 , 洗 脱 30 分 钟 后 , 清 液 在 紫外 分 光 光 度 计 中 于 
260 毫 微米 测定 其 光 密度 , 根据 其 在 0.05N NaOH 中 各 核 昔 酸 的 克 分 子 消光 系数 即 可 计 
算 其 含量 ,计算 方法 可 参照 前 面 核 苷 酸 的 纸 上 层 析 法 部 分 。 


(=) 琼脂 糖 凝 胶 圆 盘 电泳 分 离 ECoRI 酶 解 ADNA 片段 中 


1 噬菌体 作为 无 性 繁殖 的 载体 有 其 很 大 的 优越 性 ， 首 先 杂 种 分 子 可 以 大 量 制 备 ， 因 
A= 个 细菌 细胞 可 以 产生 几 百 个 1DNA 拷贝 并 且 作 为 吻 菌 体 颗粒 的 组 分 杂种 DNA 
易 纯 化 ， 因 此 对 2DNA 深入 的 研究 ， 对 进一步 了 解 杂 种 DNA DT AREA RAR 
助 。 


原理 


大 肠 杆菌 限制 性 内 切 核酸 酶 ECoRI 对 1 WEA DNA 有 五 个 酶 切 点 ， 因此 酶 解 后 
可 生成 六 个 DNA 片 妇 ; 当 以 琼脂 糖 凝 胶 作 为 电泳 支持 物 时 ,被 分 离 物 质 的 电泳 迁移 率 只 
与 物质 的 分 子 大 小 有 关 ,因此 当 DNA 片段 分 子 量 不 同时 , 即 可 获得 分 离 。 

Fil AIRC FE (Ethidium Bromide) 插 人 DNA 后 在 紫外 线 照 射 下 发 出 桔 红 色 的 强烈 
荧光 可 检 出 DNA 各 片段 的 区 带 相 应 位 置 。 
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试剂 

(1) 2DNA， 以 蒸馏 水 配 成 每 微 升 0.5 HIT. 

(2) ECoRI， 了 以 蒸馏 水 配 成 每 微 升 2.5 微克 溶液 。 

(3) TMN 4 ih}: 100mMTris- 盐酸 | (pH7.6)，5mM ALE, 50mM 氧化 钠 配 制 
而 成 。 

(4) 10TMN: 以 上 TMN suai ke 

(5) 0.1% 明胶 。 . 

(6) AMBER: 每 1000 毫升 水 含 2 克 溴 酚 蓝 ， 500 Sai 

(7) BRAM R: 0.089MTris—0.089M AHB—2.5mM 己 二 胺 四 乙酸 二 销 ，pH8.5， 
WER MPH A SS Ft IR BE 0.5 GFE o 

(8) 琼脂 糖 (生化 试剂 ) 

操作 步骤 

1. ECoRI 酶 切 2DNA 向 10 微 升 ADNA 溶 流 ( 每 微 升 含有 ,0.5 微克 ) 中 如 3 微 升 
的 ECoRI 溶液 (每 微 升 售 有 2.5 微克 )，5 微 升 浓 TMN 溶液 , 5 GATT 0.1% HABA RR 
后 以 27 微 升水 补体 积 到 50 微 升 。 此 混合 波 于 37 “中 保温 1 小 时 后 ，75sC 加 热 15 分 
钟 使 酶 失 活 。 再 加 10 微 升 省 酚 蓝 一 蔗糖 咨 液 于 混合 液 内 , 混 匀 备用 。 

2. 琼脂 糖 凝 胶 的 制备 称 取 0.2 克 孩 脂 糖 于 林 烧 杯 内 别 I 炎 20 毫升 电 访 缓 冲 液 * 于 
沸水 浴 内 加 热 搅 拌 至 完全 溶解 ,用 蒸馏 水 校正 至 总 体积 为 20 毫升 。 取 洗 净 的 ;0.6 x 15/8 
米 玻璃 管 数 支 ;一 端 以 橡皮 塞 封 住 ; 用 滴 管 将 60 至 80"c: 的 琼脂 糖 盗 被 和 注 人 玻 管 内 ,琼脂 糖 
雍 结 后 ;用 尼龙 纱布 包 住 每 个 管子 的 顶部 并 用 橡皮 圈 扣 紧 ， 然 后 颠倒 这 凝 胶管 , 除去 橡皮 
: 塞 , 让 凝 胶 从 玻 管 口 稍 许 谓 出 一 些 , 用 刀片 切 去 上 端 不 平 的 凝 胶 而 成 一 平坦 的 表面 ,让 凝 
胶 向 下 清和 人 玻 管 内 并 贴 在 尼龙 纱 上 。 

3. 琼 脂 糖 凝 胶管 的 安装 及 上 样 ”将 琼脂 糖 凝 胶管 垂直 揪 人 上 电极 槽 底板 的 橡胶 塞 
孔 中 ,使 凝 胶管 在 孔 上 部 分 刚 可 见 到 凝 胶 层 顶端 ,注意 橡皮 塞 孔 必须 密封 不 词 。 

在 上 下 二 电极 槽 中 装 放电 泳 缓 冲 液 ,琼脂 糖 凝 胶管 二 端 必须 浸 没 在 缓冲 液 内 。 

用 微量 注射 器 吸取 已 加 首 酚 蓝 一 蔗糖 溶液 的 1DNA 酶 解 液 10 微 升 ,小 心 缓慢 地 加 
到 凝 胶 项 部 的 缓冲 流下 ,， 另 取 一 微量 注射 器 吸取 2 微 升 .2DNA 溶液 (预先 以 ADNA ¥& 
液 : 狠 酚 蓝 -蔗糖 咨 流 = 5:1v/v 混和 ) 加 入 凝 胶 上 作为 对 照 。 

4. 电泳 接 通电 源 ， 调 节 电 压 至 60 伏特 ,室温 电泳 4 至 5 小 时 后 关闭 电源 ， 取出 凝 
胶管 。 

5. 结 果 鉴 定 小 心 让 琼脂 糖 凝 胶 从 玻 管内 滑 出 , 置 于 紫外 层 析 灯 王 观察 电泳 结果 ， 
记 下 有 桔 红 色 获 光 ADNA 各 片段 的 分 布 位 置 。 


SAN 组织 中 核酸 含量 的 测定 


组 织 材料 的 预 处 理 
无 论 用 那 种 方法 测定 某 一 生物 材料 中 的 核酸 含量 ,都 需要 对 材料 进行 预 处 理 。 因为 
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物质 ,会 干扰 核酸 的 测定 。 

预 处 理 的 一 般 方法 是 :” 先 将 某 种 生物 组 织 ( 新 鲜 组 织 立 即使 用 最 为 理想 ， 否则 可 在 
—10°C 保存 ) 在 冰 水 中 磨 成 匀 浆 ， 然 后 以 冰冷 的 10 多 =ACR (TCA) Hite 2-3 次 , 离 
让 除 去 上 清洲 ,这样 处 理 可 将 所 有 酸 溶性 杂质 (包括 核 昔 酸 类 的 小 分 子 化 合 物 ) 除 去 。 余 
得 以 80 多 乙醇 或 无 水 乙醇 抽 提 一 次 ,乙醇 -氯仿 (3:1) 抽 提 二 次 ,乙醇 -乙醚 《3:1) 抽 提 一 
次 ,乙醚 抽 提 一 次 。 经 过 这 样 处 理 , 可 将 类 脂 质 化 合 物 除 去 3 得 到 不 溶 于 水 的 非 脂 化 合 物 。 
然后 可 用 下 述 二 种 方 著 中 任何 一 种 方法 来 测定 RNA 和 DNA。 


(—) Schneider 测定 法 ( 酸 处 理 法 ) 


将 上 述 经 过 预 处 理 不 深 于 酸 的 非 脂 化 合 物 部 分 用 5 = LZ 6% 过 氧 酸 在 903C 
抽 提 15 分 钟 ,无 论 是 RNA 或 DNA 都 成 为 酸 溶性 物质 而 抽 提 出 来 此 酸 提取 液 能 用 若 
黑 本 法 和 二 茶 胺 法 进行 糖 的 颜色 反应 ,分 别 测定 RNA 和 DNA 的 含量 ,无 村 自 质 于 扰 的 
危险 。 

直 法 的 优点 是 迅速 简单 ,主要 缺点 是 没有 把 RNA 和 DNA 45, RAMA 
核 炉 的 特殊 颜色 反应 来 推算 ， 而 这 类 反应 尔 定名 法 所 达 有 许多 干扰 因 素 , 测 得 数值 不 十 分 
正确 。 


(=) Schmidt 和 Thannhauser 法 ( 碱 处 理 法 ) ia 

将 上 述 经 预 处 理 后 不 溶 于 酸 的 非 脂 化 合 物 部 分 用 0.3—0.5N KOH Bt NaOH 4 37°C 
保温 处 理 ,使 RNA MEN ORE it DNA 不 受 影响 ,在 这 过 程 中 ;部 分 磷 蛋 吉 的 三 分 解 
为 无 机 磷 。 因 此 用 酸 中 和 后 , 再 加 冷 的 三 氯 乙酸 (TCA) RITAB (PCA), 使 最 后 浓度 
为 5—10%, DNA 随 降解 的 蛋白 质 沉 淀 下 来 ,离心 分 离 , 沉 淀 中 含有 nk: *Sibhgide§ 
B RNA REM, Alba ool ce KM DNA 和 -及 NA。 

本 法 主要 优点 是 能 把 DNA 和 RNA 分 开 , 可 以 分 别 用 定 磷 、 定 糖 法 来 测定 它们 的 含 
量 。 主 要 缺 志 是 上 清 液 除 来 自 RNA 的 核 昔 酸 外 , 尚 有 其 他 含 磷 化 合 物 (如 磷 蛋白 ); 因 此 
用 定 磷 法 分 析 所 得 数据 往往 偏 高 。 


二 、 大 和 白鼠 肝 组 织 核酸 含量 的 测定 


(采用 Schmidt—Thannhauser-Schneider 改良 法 22 简称 STS 法 的 修改 法 。) 
试剂 : 
(1) 20% TCA: 100 克 三 氧 醋 酸 加 蒸馏 水 500 毫升 。 

10% TCA: 50 克 三 氯 酷 酸 加 蒸馏 水 500 毫升 。 

(2) 无 水 乙醇 。 

(3) 氯仿 :甲醇 (2:1)。 


(4) 乙醚 。 
(5) 0.3N KOH, 
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(6) 0:1N HCl 6N.HCl, 
(7) 59:PCA: 7.1 毫升 70% it RBI RIZE Bk 92.9 毫升 s 


ESR 


1. 核酸 的 抽 提 及 RNA, DNA YAH 
Ji 组 织 磨 碎 和 酸 溶性 杂质 的 去 除 : : 
(a) XB RATS NH Te» SZBNFE TS » RUPEE ZB AR. Hie AG Fok kK EBS Ea 
中 。 
(b) 剪 碎 肝 组 织 , 称 取 1 克 , 于 匀 浆 器 中 加 冷 蒸馏 水 5 毫升 ,研磨 成 匀 浆 。 
SC oh!» pp ee i 搅 匀 后 在 0—4°C 3000 转 / 分 ,离心 20 分 钟 , 上 清 液 必 
fein» LIAR 
(d) 沉淀 物 中 加 冷 '10%TCA 10 SF. HAA, 3000 B/PORB 2545, 上 清 
MBE. FH 
(2) 脂 质 的 去 除 : 
(a) 沉淀 物 加 冰 水 1 毫升 , 搅 成 糊 状 。 
(b) 缓慢 加 入 8—10 EHEKCHCR)» KIS Bibhim, 0 一 4%C 3000 转 / 分 ， 离心 10 
at 5 
“(c) RRR MA 3 一 10 BAEKCRCO YRS IE, 0—4°C 3000 46/45, 88 
ty 10 4H, | 
《至 此 的 操作 都 要 在 0 一 4"C 进行 ,以 后 的 操作 可 以 在 室温 进行 。) 
(d) 沉淀 物 加 8 一 10 毫升 氯仿 - tea Fe KAD ABBR, 3000 (38 BbDBZo 
(ec BS (d) 步骤 一 次 。 
1 人 大 沈 淀 物 中 缓慢 加 人 8 一 10 SHOR. MYHTAMR, 3000 转 7 分 ， 离心 分 离 之 。 
(g) 重复 (f) 步骤 一 次 。 
7 于 30—40°%C 水 浴 中 将 沉淀 物 中 的 如 醚 充分 除去 成 淡 黄 色 粉 未 。 
(37RNA 的 分 离 ; 
(a) 粉末 状 沉淀 物 中 加 03N KOH, 匀 浆 器 中 磨 碎 ， 成 糊 状 ; 共 加 .0.3V KOH 10 毫 
Te 
(b) 37°C 水 解 90 4) Sh, 液 面 有 气泡 出 来 ，RNA 水 解 成 核 背 酸 。 (加 入 KOH 碱 液 
后 * 如 果 是 均一 的 溶解 状态 ,37%C 90 分 钟 就 够 了 ,否则 可 延长 时 间 至 18 小 时 。) 
©) WAKES 0.3NKOH 10 毫升 加 6N HCl 1.65 毫升 充分 搅拌 后 ,冷却 使 沉淀 
完全 ,离心 分 离 之 ,上 清洲 为 已 降解 成 核 苷 酸 的 RNA 部 分 ,沉淀 中 含有 DNA 和 和 蛋 白质。 
(d) 沉淀 物 再 悬 于 ;0SLN HC! 8.35 毫升 中 ,离心 分 离 之 s， 
(es) 合并 上 工 步 上 清 液 ,每 工 克 温 重 肝 组 织 加 O1N HCl, GAS 20 SH, 这 是 降解 
ARE BN RNA 部 分 6 
~~ (4) DNA 的 分 离 : 
(a) 抽 提 去 RNA 的 沉淀 物 悬 浮 于 20 ZH 5%PCA 中 ,95sC 水 解 15 分 钟 。 
(b) 离心 分 离 后 ,上 清流 为 DNA 部 分 。 
2.RNA 和 DNA 含量 的 测定 可 以 用 王 列 任何 一 方法 测定 
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C1) 紫外 吸收 法 : 得 到 的 核酸 部 分 用 紫外 吸收 法 测定 , 按 核 酸 10 微克 /毫升 OD x0 
= 0.286* 进行 计算 ,有 TCA 法 及 PCA 法 ,本 处 用 PCA 法 ,因为 TCA 有 紫外 吸收 。 
(a) RNA 含量 的 测定 : 取 RNA 分 离 部 分 0.5 毫升 ,加 5% PCA 9.5 毫升 ,沸水 浴 中 水 


解 15 分 钟 。 以 5%PCA 为 空白 测 ODay Ho RNA (微克 /毫升 ) = OP ae X10 xs 


(b) DNA 含量 的 测定 : 取 DNA 分 离 部 分 1 毫升 ,加 :5%PCA 2 毫升 或 4 毫升 ,以 
5 匈 FCA 为 空白 测 ODam 值 。DNA (微克 /毫升 ) — ODx X 10 X 3 或 5) 


0.286 

(2) 定 糖 法 ; 

(a) RNA 的 测定 。 取 定 容 至 20 毫升 的 RNA 分 离 部 分 原液 0.5 毫升 加 15 多 PCA9.5 
Iti 20 倍 )。 取 1 毫升 按 改良 苔 黑 酚 法 测定 RNA 的 含量 (操作 步 又 及 标准 曲线 的 
制作 详 见 前 面 苔 黑 酚 法 ), 然 后 根据 稀释 倍数 计算 出 每 克 肝 组 织 中 -RNA 的 毫克 数 。 

(b) DNA 的 测定 。 取 定 容 至 20 毫升 的 DNA 分 离 部 分 原液 1 毫升 , 加 -5 多 PCA 2 
毫升 (稀释 3 倍 ), 取 1 毫升 按 改良 二 苯胺 法 测定 DNA 的 含量 (操作 步骤 及 标准 曲线 的 制 
作 详 见 改良 二 苯胺 法 )。 

(3) 定 磷 法 : RNA 与 DNA AME: 

G) 消化 : 取 RNA 分 离 部 分 原液 5 BH, DNA 分 离 部 分 原液 10 毫 升 , 分 别 于 克 氏 
管 中 微 火 加 热 浓 缩 至 工 毫 升 左右 ,冷却 后 加 约 50 BREA (CuSO,-5H,0:KSO, = 1: 
4,w/w)，1 毫 升 浓 HSO,， 微 火 加 热 , 样 品 由 褐色 至 淡 黄 色 , 稍 冷 , 加 30%H:0;2 滴 ,促进 
其 氧化 ,继续 加 热 消化 至 透明 , 稍 冷 ; 加 工 毫升 水 在 100sc 加 热 , 10 分 钟 以 分 解 消化 过 程 中 
形成 的 焦 磷 酸 。 

Gi) 定 磷 试剂 : 6V H;So4:2.5% 钥 酸 铵 :水 :10% 抗坏血酸 一 1:1:2:1Cv/v)。 

取 土 述 定 容 至 10 SHOR 0.5 .毫升 , 按 定 磷 法 分 别 测 定 RNA 与 DNA 的 量 
(操作 步骤 及 标准 曲线 的 制作 详 见 定 磷 法 )。 

根据 上 述 方法 测定 了 大 白鼠 肝 组 织 了 NA 与 DNA 的 含量 。 每 克 肝 组 织 含 有 8-92 
克 RNA, 2—3 毫克 DNA, RNA 与 DNA 的 比值 为 3.5 EA, IKE 70% EA. 
(回收 率 测定 时 , 在 测定 样品 同 量 的 组 织 中 加 和 已 知 量 的 .RNA & DNA, 一 般 加 入 相当 
于 组 织 中 所 含有 的 RNA 和 DNA 的 量 。) 


表 4.8 某 次 实验 测定 值 
相当 微克 /毫升 核酸 | 原液 中 核酸 微克 /毫升 | 核酸 毫克 / 克 肝 组 织 


” 秘 释 倍数 按 核 酸 含量 而 定 。 


* 通常 从 STS 法 得 到 的 核酸 部 分 所 选用 的 消光 系数 。 
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Hk ”常用 核酸 类 物质 的 常数 表 


-s 14. | sero-3 |-se10-% 250/} 280/| 290 ; 
ats Pm Al 海 解 度 | pH [Amaxle%ier? |hminlego loss”) 329/| 289/| 250 小 一 盘 性 质 


135.1| 360 | 永 中 : 25°%C—0.09| 1 一 3 |262:5) 13315| 229 | 2.55 |13.0 |0.76 |0.375l0.035| 用 HNO, fia 


a eo 6—8 260.5] 13.35| 226 | 2.55 113.3 |0.76 ln.125|0.005| 成 次 黄 味 叭 ， 秋 
: 酸 水 解 DNA 而 
i 10.01 
od hes ET CRE/O-OIN 69 112.3 | 237 | 3.35 {10.45)0.57 10.60 19.025 us 


151.1] 360 |S RDR, MPR! 1 一 2 275.5] 7.35] 267 | 7.15 | 8.0 [1.37 |0.84 [0.49 | 用 HNO， 脱 所 
kame, Sit 


于 乙醇 ,不溶 于 水 248.5} 11.4 
x : 多 酸 碱 形成 结晶 
Lape 7 |275. 引 8.15| 262} 7.05 | 7.2 {1.42 |1.04 |0.54 
盐 ， 盐 酸化 合 物 
11 273: 引 8.0 | 255 | 6.05 | 6.4 |o.985|1.1340.585|oHt 与 11 紫外 
we 246 | 6.3 ‘7 FA ve 
1N 光 , 在 pH7 时 这 
NoH274 | 9-9 | 240 | 5-15 | 7.3 0.80 东 .24 |o.60 引 各 匡 光 极 消 。 
yy [111-1 /320—ket: 25%c 一 0.77| 1 一 3 76 |10.0 | 238 0.48 |1.53 |0.78 100%. es 
325 L 
te ABTLE, AE 210 | 9.7 中 产生 红色 并 
FZ 7—10{267. | 6.13 247 .55|0.78-|o.58 |0.08 | 使 NH,OH # 
Be 14 282 | 7.86] 250 .35|0 .595j3 .28 |2.6 | 滴定 数 增加 。 
Ky |126.1|318 一 | 水 中 :25%C 一 0.404| 1 一 7 |264.5] 7.89| 233- 0.67 |0.53 |o.09 
BR 321 JA FRK, HAZ 207 9.5 
ne B. MRIAFOCR 
院 12—13}291, | 5.44| 244. 0.65 11.31 11.41 
112.1| 335 | 水 中 ，25sC 一 0.36| 2 一 7 [259.5] 8.20] 227 | 1. .2 |0.84 |o.175lo.ol 
本 ww, MBG] 14 [284 | 6215| 241] 2. .1 |o.71-{1.40 |1.27 
te 乙醇 ,不 溶 于 乙醚 iN j260 | 7.80| 229 | 1. .80/0.79510.30 0.05 
ye | 136.1|150 |krh: 19%c 一 0.07| 4—7 [249.5] 10.7 | 221 | 2. .9 (1.32 |0.092l0.01o| 用 IN H,SO, 或 
100%—1.4| 11 |258.5| 11.05| 232 .9510.84 |o.124|0.0o7|I0N NaOH 处 
站 pe RRR 1-2 |248 | 10.8 | 215 | 1.7 | 7.35]1.45 |0.04 |o.ooof= | SH» Beit 
票 | ， 坏 量 少 于 596。 
an way ey |262-5}. 11-45] 233 0.705]0.19 [0.007 
a Sah th: 20%—0.05| 2—6 |267 | 10.25] 240 | 2. .85|0.565|0.61 |0.07 | 用 1NH,SO, 或 
黄 100%—0.2| 10 |277. 引 9.3 | 257 | 5. .2 [1.29 |1.71 |0.92 [LON NaOH 4bz# 
溶 于 碱 ， 微 溶 于 乙 240.5] 8.9 1 小 时 后 ， 被 破 
藉 HB, AWA] ON 1260 9.15] 242 | 5. .15|0.765]0.15 10. 005|tKAy/> 10%, 
Hcl 
230.5|- 6.35 
聆 LN 
288 —| 9-4 2971s) .7511.11 {2.39 |2.27 
| 156-1)345 fake: 18°9—0. 18} 1-2 [205 | 10.9 | 240 0.55 |1.80 1.55 
280 | 7.52 
a 4—7.2)207 | 11.6 0.57 |1.71 |1.38 
278.5| 7.68 
12—13/286 | 5.98] 243 | 3. .3510.79 11.73 {1.73 
酸 14 |289 | 5.35 4 o.81 |2.00 |2.23 
267.2 |234—l Fk, AGE] 1 一 2 |257 | 14.6 | 230 | 3.5 | 14.3lo.84 |o.215l0.03 | 在 真空 中 100% 
ik 239 lee 7—12\259.5| 14.9 | 227 14.9|0.78 |0.144|0.003 失 去 结晶 水 ， 在 
PALA Hk 
+ 被 水 解 成 A 与 D 
RRR, 被 HNO; 
Abe Za BX ULF o 


se x 


Wo-i| 250/| 280/] 290/) 
ei. | 260'| 260 | 260 | ~~ HET 


5 x10 一 3 x10 一 3 
Amaxle xi?” |Aminjexio” 


283.2 1240 7 | 水中: 18“ 一 256.5| 12.2 | 228 
& 100s@ 一 3.0 上 水 解 成 G 和 23D- 
AE ENB p25 13:65]! 223 }°2.8 |11.7 | 1.15 0.67 |0. 275\ Eee de pel 时 
冰 酷 酸 ,| 不 和 盗 于 乙 258 一 | 11.3 | 231 | 4.1 |11.3 ]0.89|0.61 10.13 | 紫外 灯 下 有 蓝 荧 
CB, Ae 266 性 时 无 
车 医 光 , 用 HNO, 
re A ae ME WS HK 
+f. 
胞 咨 于 水 ， 微 溶 于 乙 |1 一 2 |280. | 13.4 | 241 6.4 |0.45|2.10 |T458 
te ae 7—12 |271 9.1 | 250 7.55] 0.86 |0.94 |0.34 
RR 1244.21163: eT AURA FZI|1—7 |262° | 10.1 | 231] 2.0 | 9.95}0.74|0.35 |0.03 | 净 胞 昔 用 HNO, 
+ 11—12|262 7.45] 237 | 4.5 | 7.35|0.83]0.29 |0.02 | 脱 氨 制 取 
zkrh: 20°C—1.6]3 248.5} 12.25] 223 | 3.4] 7.1 ]1.68|0.25 0.025| 在 稀 无 机 酸 中 易 
肌 
RET OR 251, | 10.9 9.0 [1.21] 0.110.000) MFR 1 A D- 
ae -| 核糖 一 
253 | 13.1 | 224] 2.5 |11257 下 1.05 |0518|05008 
263 8.95| 248 | 6.4 | 8.7 |0.75|0.2810.03 
黄 235 ROLLZ | 8.9 
277 
248 9 |1.29}1.10]0.58 
+ 278 8 264 .0-| 7.65] 1.30] 1.13|0.61 
248.51 10.2 | 222 | 2.8 
| 288.2\AF | 溶 于 水 ,乙醇 267 9.57| 234 | 2.6 0.65 |0.79 易 被 稀 无 机 酸 水 
267 7.6 | 245.| 5.7 82}0.72 解 
WK 258 | 14.1 0.83] 0.24 易 被 - 稀 酸 水 解 
其 氨 氧 化 物 真 空 
Biber Yih clect.o eeclve.Joil ede | cde co. leades! | 二 -asd J) SORES Sema 
脱氧 267.2||300 一 | 溶 于 水 全 | 辣 1 11.3 | 1.02]0.70 DB TALE A 
230 | 2.2 |11.75]0.99|0.61 
WK 1—2 280 | 13.2 | 241 6.15] 0.42 | 2.14] 1.61 
7=12)271 9.0 | 250 7.35] 0.83 |0.965|0. 305} 一 一 
1 一 7 |267 站 9.65} 235 8.75|0.65|10.7210.235 ¥ 
12—13|267 7.38] 240 6.65| 0.75 |0.67] 0.16 
脱氧 |228.21167 “| 溶 于 甲醇 ,水 1—7 |262 | 10.2 | 231] 2.2 [10.1 |0.72 [0.375 
11—12|262 7.63| 242} 5.3 | 7.55|0.81]0.31 
溶 于 热 水 2 |257 | 15.0 | 230 | 3.5 {14.5 |0.84|0.22|0.038| 用 120 史 HCL fH] 
流 时 仅 产 生 少 量 - 
—12}259 | 15.3 | 227 人 2.5-15.3 1057910.15105009| 疗 醛 0 
1 (256 | 12.2 11.6 |0.96}0.67 
em ae, 11.7 | 1.16] 0.66 
11 |258 | 11.6 11.5 |0.9010.61 
1—2.5|280 | 13.2 | 241 .3 10.45]2.10]1.55 
6—12|271 9.1 | 250 7.4 10.84]0.9910.33 
27 |262 | 10-0 9.9 |0.73|0.3910.03 
11 [261 7.8 7.7 |0.83]0.31|0.02 
12 7.3 10.82]0.33|0.02 


—_—_—— | — Ef | 一- 一 


2.4 |11.75]0.9410.695|0.50. | 在 称 无 机 酸 中 易 


名 称 | 分 子 量 | 熔点 | ow fe 度 | pH [Amaxlext? |aminlexi” [exo] 220/) 280/) 290/) 。 一般 性 质 


260 | 260 | 260 | 
507.2 ch 2 | 2574 14.7} 230 230 | 3.5. 14.3 10.85 |0.22 Jo. hol Eiger 
#210 0 
7—11| 259 | 15.4 | 227 | 2.5 |15.4 |0.80 |0.15 |9.003) 25 af Bao oe 
形式 被 释 放 出 ， 
中 性 的 钠 盐 或 钾 
盐 在 一 15"C 溶 液 
ATP a 2 — le 0°C 处 
4 F 7% =A 
AEF Afa ie JL 
小 时 ， 在 碱 性 
液 中 0° +i > 
解 成 无 机 焦 磷酸 
Bafa >-AMP。 
-5 |348-2| 5 HFK ARMM 2 | 249] 11.7 用 稀 酸 水 解 成 黄 | 
FCM. A 7 | 248 | 12.3 1 CS WR, 
CMR 11 | 254 | 12.3 | 223 D-H, EBLE, 
了 | 331.2 2 | 258 | 14.8 单 钙 盐 含 二 份 
ig rip Dake et 
ae 机 酸 水 解 。 
5 847.2 2 0.46 we ats 4 a 
ae es 0.27 ee 
5’— | 307.2 \183— 1 一 2.5| 280 | 13.2 | 241 
dCM 612}, 250 
5 |322.2]175 1-7 | 267.) 029 9.0 |0.65|0.72 |0.23 
207] 9.5 Fal 
dTMP 12 | 


| 6.9 |0.74 0.67 |0.17 
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第 五 章 维生素 类 


维生素 是 有 机 化 合 物 , 是 人 类 及 动物 在 正常 生长 和 维持 生命 中 不 可 缺少 的 物质 。 动 
物 本 身 一 般 不 能 合成 这 些 化 合 物 ,或 者 合成 量 不 足 , 必须 从 食物 中 摄取 , 否则 会 产生 营养 
缺乏 病 。 

维生素 与 人 类 所 需 的 三 大 类 营养 物质 一 一 碳水 化 合 物 、 脂 肪 和 蛋白 质 不同 , 它 既 不 是 
构成 机 体 组 织 的 原料 ,也 不 能 给 机 体 提供 能 量 , 然 而 在 调节 机 体 的 新 陈 代谢 和 能 量变 化 方 
面 起 着 重要 作用 , 许多 维生素 参与 辅酶 的 组 成 。 pila ciitadinies: 0 
功效 极 大 。 

维生素 的 种 类 很 多 , 根据 溶解 性 能 的 不 同 ， 可 分 为 脂 溶性 及 水 溶性 两 大 类 。 维生素 
A, D, E 和 KK 等 属于 脂 溶性 维生素 , B 族 维生素 及 维生素 C、 了 等 属于 水 溶性 维生素 , 它 
们 的 化 学 结构 及 生理 功能 各 不 相同 。 本 章 主要 介绍 维生素 A, By BB. C 和 D 的 定 
量 测 定 方法 。 


一 、 维 生 素 A be ame KO) 
原理 


BEAR AEARAKRHESSALRRMERK AOR, MRAZRRSRREHTS 
维生素 A WY EE RIELL, UO A Rite Ee ah aE ‘mie: 620 毫 微米 波 
长 下 测定 其 强度 "。 


试剂 

LARGER = PREC 500 克 氢 氧化 钾 ; 深 解 于 500 毫升 蒸馏 水 中 。 

2.0K ”” 需 用 不 含 过 氧化 氨 的 试剂 , 以 免 维 生 素 A 被 破坏 。 乙醚 应 预先 检查 是 否 
含有 过 氧化 氢 2?, 如 含有 过 氧化 氨 必 须 重 蒸馏 。 


3. 乙醇 ”乙醇 应 经 脱 醛 处 理 。 脱 醛 方法 : M2 克 硝 酸 银 溶 于 少量 蒸馏 水 中 ; 取 4 
克 氢 氧化 钠 溶 于 温 乙醇 中 : 将 两 者 倾 和 人 1 CEH READ. H.R; 取 上 层 清 液 


1) 据 报导 "用 三 氯 醋酸 代替 三 氯 化 锁 作 显 色 剂 测定 维生素 A， 可 得 相同 结果 ,并 具有 毒性 小 ,配制 使 用 方便 等 优 
点 。 三 氧 栈 酸 咨 液 制 备 如 下 : 取 50 BHAA (AR) AT 25 毫升 新 蒸馏 的 无 醇 氧 仿 中 ( 现 用 现 配 )。 测 定时 
加 样品 提取 液 ( 制 作 标准 曲线 时 用 维生素 A EO 1 毫升 ， 然后 加 三 氧 栈 酸 盗 被 2 毫升 , 在 620 毫 微米 波长 
下 测定 光 密 度 《6 秒 钟 内 )。 其 他 各 项 操作 均 与 三 氧化 镜 法 相同 。 
2) 检验 乙醚 中 过 氧化 氢 的 方法 : KS 毫升 乙醚 于 试管 中 ,加 约 1 SH 50% BME AK, Hee 1 分 钟 , ORC 
SH SRSA, WE KI 中 的 碘 氧 化 ,放出 游离 碘 , 水 层 呈 黄色 。 如 无 明显 黄色 , 可 加 一 滴 1% EER, 
如 有 过 氧化 氢 则 水 层 显 蓝 色 。 
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蒸馏 。 蒸 出 液 的 最 初 50 毫升 弃 去 。 脱 醛 乙醇 应 作 含 醛 检验 ”。 

4. 无 水 硫酸 钠 粉 状 ,纯净 。 用 过 的 可 经 熔化 ` 再 结晶 ,回收 使 用 。 

SMEAR] “ 1 克 酚 栈 溶 于 .100 Ft 95% 乙醇 中 。 

6.4% 氯仿 的 分 解 物 2 可 破坏 维生素 A, 所 以 应 预先 检查 ;如 有 :* 则 将 氯仿 置 分 液 
漏斗 中 ,用 水 洗 数 次 。 此 后 ,加 无 水 硫酸 钠 或 氧化 钙 脱 水 ,然后 再 蒸馏 。 

7. 20 一 25 多 ZARA GER 20-25 克 三 氧化 锁 溶 于 100 SHAG. aT te 
色 瓶 内 ,并 尽量 减少 吸收 水 分 的 机 会 。 

8. Be ET 

9. HE EH AE RB EE HK A ARE TH HA 


”操作 步骤 


维生素 A 极 易 为 光 所 破坏 ,实验 应 在 暗室 中 进行 。 

工 制作 维生素 太 标 准 昌 线 

C1) 配制 标准 溶液 : 精确 称 取 一 定量 的 标准 维生素 A， 放 在 量 瓶 中 以 氧 仿 溶解 , 再 
用 氧 仿 稀释 至 不 同 浓度 ， 分 别 移 取 氧 仿 或 各 种 不 同 浓度 的 标准 液 1 毫升 于 相应 的 比 色 管 
中 ,每 管 加 栈 酸 本 一 滴 。 

《2) 显 色 及 比 色 : 将 10 毫升 毛 仿 装 人 一 个 比 色 管 中 , 插 人 比 色 架 的 一 个 孔 中 。 再 将 
盛 有 工 章 开 氧 仿 (试剂 空白 ), 或 不 同 小 度 的 标准 液 的 比 色 管 插 和 人 比 色 架 的 另 一 孔 中 。 将 
盛 有 10 SHOR SAKE PIG FF 620 毫 微米 波长 下 调节 光 密度 至 零 。 立 即将 
另 一 比 色 管 移 人 光 道 ,迅速 加 入 9 毫升 三 氧化 锁 氧 仿 溶液 ?, 在 6 秒 钟 内 测定 光 密度 ,以 光 
密度 为 纵 座 标 ,维生素 A 的 含量 (国际 单位 ) 为 横 座 标 , 画 出 标准 曲线 。 下 表 为 一 次 实验 数 
据 的 例子 : 


Hee 


维生素 A 含 量 (国际 单位 ) 


0 

7.8 
14.6 
24.3 
9. 
38.9 
48.6 
58.4 


2. 样品 分 析 ”根据 样品 的 性 质 , 可 分 别 采 取 皂 化 法 和 研磨 法 。 


光 密 度 ( 减 去 试剂 空白 后 》 


0 
0.111 
0.221 
0.363 
0.435 
0.540 
0.653 
0.770 


CoN A UU 上 mwND & 


1) 检验 乙醇 中 含有 醛 的 方法 : 于 试管 中 加 入 2 SAAKRARKOMRART 50%ASNO, 中 直至 氧化 银 的 沉淀 
重新 溶解 ， MA 10%NaOH KB, MRA, SMKARERBH). 加 几 滴 蒸 出 的 乙醇 摇 色 ,加 入 少量 
10%NaOH 加 热 , 如 乙醇 中 无 醛 , 则 没有 银 沉 淀 , 否则 有 银 镜 反应 。 

RCHO + 2AgOH + NH,OH 一 >RCOONH4 十 2Agy + 2H2O 
2) 氯仿 分 解 物 的 检验 法 : 氯仿 不 稳定 ; 易 受 空气 中 氧 的 作用 生成 氧化 所 和 光 气 。 
2CHCl, + 0O:; 一 >2HCIL + 2CCLO 
检查 时 可 取 少 量 氧 仿 于 试管 中 , 加 水 少许 振 摇 之 ,使 HCl ATKE, MLA AgNO, 液 , 如 有 白色 沉淀 即 说 明 
氯仿 中 有 分 解 产 物 。 

3) 使 用 过 三 氧化 锁 的 器 中 或 试管 洗涤 时 ,应 先 用 盐酸 ,然后 再 用 水 洗 , 如 有 白色 沉淀 产生 , 须 再 用 盐酸 洗 。 因 三 氧 

化 镑 易 水 解 而 生成 不 溢 于 水 的 白色 沉淀 。 
SbCl, + 2H,O-—>SbOCl y + H,O + 2HCI 
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(1) BILE: 适用 于 维生素 A 含 量 不 多 的 样品 ; 可 减少 维生素 A 以 外 的 脂 溶 性 物质 
的 干扰 ,但 全 部 操作 过 程 较 长 , 易 造 成 维生素 A 的 损失 。 

(a) 皂 化 : 根据 维生素 A 在 样品 中 含量 的 不 同 ,精确 称 取 0.5 一 5 Soe in. MES Pah 
中 ;加 入 10 毫升 50% 氧 氧化 钾 和 20 一 40 毫升 乙醇 ,在 电热 板 土 迎 流 30 whi: 至 电化 元 


全 为 止 。 
[注意 ] GC) 所 取样 品 访 有 代表 竹 , 落 样 品 是 从 冰箱 中 取出 的 鱼肝油 , 先 暖 至 室温 , 摇 振 均匀 后 取样 引 
Gi) 远 流 时 间 因 样品 而 异 , 检 查 皂 化 是 否 完全 , 可 以 加 少量 水 于 皂 化 瓶 中 , 振 摇 后 如 有 浊 浊 现象 " 束 示 
皇 化 未 完全 ,应 继续 加 热 。 皂 化 完毕 时 以 10 SHAKERS, BRITA BIKA, RRA 2 to 
Gili) Pr AC ee A BD A Ee — Fo 


(b) 提取 : BEIHHANRAMBED RIGA] FA 30 毫升 水 洗 撮 北 瓶 , 洗 滚 并 人 分 
液 漏 斗 内 (如 有 沽 子 , 应 过 滤 ); 用 50 BH CRD ESIC, CRUE RIFAD Beis + 
Ao 振 摇 分 液 漏斗 , 静 置 , 待 两 层 液 体 完 全 分 清 后 , 将 水 层 放 人 第 二 个 分 滚 漏 斗 内 (摇动 
时 不 应 过 猛 ,以 免 出 现 乳 状 , 难 于 分 离 , 万 一 遇 到 此 情况 ,可 加 数 毫升 乙醇 , 若 无 效 , 可 再 加 
BUSH ABADI). 再 用 乙醚 30 毫升 分 两 次 冲洗 邱 化 瓶 ， 醚 洗涤 波 倾 人 第 二 个 分 液 漏 
+H Go). ee FAKE MEnAR-Dikist+t. Be ae TRE kite HEM EK 
A 为 止 ?。 

(c) 洗涤 : 用 约 30 毫升 水 洗涤 第 一 分 液 漏 斗 中 的 醚 提取 液 ， HK Bo a 15—20 
EFT O0.SN SAC PAYS RIM A 2D lt HE» FF AM o (经 此 洗 尝 后 可 除去 醚 深 
PERE), 继续 用 水 洗涤 提取 液 ,每 次 用 水 约 30 毫升 ， HEE vem SAE AB 
RMA Ibo 

(d) 蒸发 酝 液 : RATE BITC 7k BR A A 300 毫升 三 角 瓶 内 ， 再 用 约 25 毫升 醚 
液 症 洗 分 液 漏 斗 及 硫酸 钠 两 次 ,并 人 三 角 瓶 内 。 将 三 角 瓶 放 在 水 浴 上 蒸 侦 ; ICRI AE 
瓶 内 剩 约 5 SEF BCE FEUER ANE RATES Bs DAE EA ZEA 
化 破坏 ,氯仿 的 加 入 量 使 溶液 中 维生素 A 的 含量 达到 每 毫升 10 一 30 国际 单位 。 

Cc) 显 色 及 比 色 : 取 几 个 比 色 管 ,第 一 管 中 加 入 10 STAG. BLE 
中 加 入 工 毫 升 氯仿, 其 余 比 色 管 分别 加 入 1 毫升 样品 溶液 ;并 各 加 一 滴 醋 酸 栈 。 如 同 制作 
标准 曲线 一 样 进行 比 色 ,记录 光 密 度 ， 然后 根据 光 密度 值 从 标准 曲线 上 计算 出 每 毫升 样品 
溶液 所 含 维生素 A 的 量 。 

(2) 研磨 法 : 适用 于 维生素 A 含量 高 的 样品 ,其 优点 是 : 步骤 简单 、 省 时 间 、 准 确 。 如 
维生素 A 含量 少 于 5 一 10 微克 / 克 时 ， 办 因 在 此 情况 于， 大 化 月 滞 香 物 原 会 于 站 
显 色 35 当 吉大 三 氧化 匀 时 发 生 混 各 5 

(a) 精确 称 取 2 一 5 克 样 品 , 置 于 研 钵 内 ,加 和 人 相当 于 样品 重量 3 一 5 倍 的 无 水 硫酸 
钠 。 细 心 研 磨 至 样品 中 的 水 分 完全 被 吸收 ,两 者 混 匀 为 止 。 

Cb) 小 心 将 磨 干 的 样品 混合 物 移 人 带 玻 塞 的 锥 形 瓶 内 ,准确 加 入 50 一 100 HM, 
RAmS. AAS 2 Bh. eR aE ABE A SBA CAH 

(c) TEA vk KH 1—2 N\A. CARR HE. 

(d) MGR AY CARTE RK 2 一 5 毫升 , 放 和 人 比 色 管 中 , 在 70 一 80sc KKLHARF, 


1) 检验 样品 中 维生素 和 是 否 提 净 的 方法 : 取 最 后 一 次 醚 提取 2 nr, none ewe, 
说 明 维生素 A 已 提 净 。 一 般 样 品 中 含有 维生素 A 11,000 国际 单位 时 用 40 毫升 乙醚 提取 S—6 次 即 可 。 样 品 
含量 低 者 提取 3 一 4 次 即 可 。 
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TERN ASA 1 SFIS RTA. «GRU A BRET — i 9 毫升 25 多 SARA HBR 
混 勺 。 在 6 秒 钟 内 测定 其 光 密 度 。 根 据 光 密 度 值 从 标准 曲线 上 查 得 测定 管 中 所 含 维生素 
。A 国 际 单位 数 ,并 计算 出 样品 所 含 维生素 A 的 量 。 空 白 管 的 测定 同 印 化 法 。 


计算 
[ 例 1] 样品 2 克 ， 皂 化 提取 液 燕 王后 , 溶 于 5 毫升 氧 仿 , 吸 1 AT RU eee 
定 ,从 标准 曲线 上 查 得 此 液 每 毫升 含有 维生素 A23.4 国际 单位 。 


每 100 克 样 品 中 含 维生素 A 一 23.4 x 5 x = 5.850 国际 单位 


[ 例 2]“ 取 肝 样 品 2 喜与 硫酸 钠 研磨 后 以 100 竭 升 乙醚 提取 , 取 2 RETR, HEE 
后 , 溶 于 :1 毫升 氧 仿 中 比 色 。 从 标准 曲线 上 查 知 此 液 每 毫升 含有 10 国际 单位 。 


每 100 克 样 品 中 含 维生素 A = 10 x x ae = 25,000 国际 单位 


二 、 维 生 素 By (SR) EME EO 4 
原理 


硫 胺 素 在 碱 性 铁 所 化 钾 溶 沪 中 可 被 氧化 生 茂 一 种 蓝 色 荧光 化 合 物 一 一 硫 色素 。 在 标 
准 条 件 下 ,如果 不 存在 其 他 荧光 物质 ,溶液 的 荧光 强度 与 硫 胺 素 的 浓度 成 正比 。 如 果 样 品 
中 含 杂质 过 多 ,应 经 离子 交换 剂 处 理 , 使 硫 胺 素 与 杂质 分 开 。 
Vt ae andl alas 
(1) 盐 基 交换 管 : 长 80 毫米 ,内 径 8 毫米 ;上 有 50 SAHARA SA S-1). 
(2) 分 液 离心 管 : 25 一 30 毫升 (图 5-1)。 
(3) ZHit: Coleman 12 型 。 
试剂 
(1) 无 水 硫酸 钠 。 
(2) 15% 氧 氧化 钠 溶液 : 取 15 克 氢 氧化 钠 溶 于 水 中 ,稀释 
.至 100 毫升 。 
(G3) 1% KRABI: | 克 铁 氰 化 钾 溶 解 于 蒸馏 水 , 定 容 至 
100 毫升 , 置 至 棕色 瓶 , 冷 藏 暗 处 保存 。 
(4) 碱 性 铁 氰 化 钾 溶 液 : H1 BH 1% 铁 氰 化 钊 溶液 ， 以 
15% AACA 15 毫升 , 现 用 现 配 ,避免 阳光 照射 。 
(S) O.1N 硫酸 溶液 : ”稀释 2.8 毫升 浓 硫 酸 (比重 1.84) 至 ， 盐 基 交换 管 


1000 毫升 。 图 5.1 盐 基 交换 管 和 
(6) O.1N 盐酸 溶液 : 8.5 毫升 浓 盐 酸 ( 比 重 119) 用 蒸馏 水 稀 PRB LE 
释 至 1000 毫升 。 


(7) 2.5M 醋酸 钠 溶 液 : .205 克 无 水 酷 酸 钠 加 蒸馏 水 定 容 至 1000 BF, 
(8) TH: 114-118 重 蒸 丁 醇 ; 也 可 用 异 丁 醇 。 
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(9) 淀粉 酶 溶液 ， 可 取 用 高 峰 淀粉 酶 (Takadiastase) 和 淀粉 酶 制剂 (Diastase), 当天 
配制 成 2 多 酶 溶液 或 用 2.5M 醋酸 钠 溶液 配 成 酶 悬浮 液 。 

(10) 25% 氧化 钾 溶 液 : 取 250 克 氧 化 钾 溶 解 于 水 中 ,稀释 至 1000 BF, 

(11) 25% 酸性 氧化 钾 溶 液 : 取 8.5 毫升 浓 盐 酸 (比重 1.19) LL 25% 氯 化 钾 溶 液 稀 
释 至 1000 BF, 

(12) 0.1 毫克 /毫升 硫 胺 素 储备 标准 液 : “将 硫 胺 素 ( 粉 状 结晶 ) 置 于 氧化 司 千 燥 器 中 
24 小 时 。 精 确 称 取 100 毫克 溶 于 25 多 乙醇 或 0.01N AML, MRS 1000 BHR, 5°C 
以 下 可 保存 数 月 。 

(13) 0.1 微克 /毫升 硫 胺 素 标准 液 : 将 储备 液 稀 释 一 千 倍 ,以 冰 栈 酸 调 至 pH4.5， 现 
用 现 配 。 

(14) 95% Ci. 

(15) 35% 醋酸 : 将 30 毫升 冰 栈 酸 以 水 稀释 至 1000 毫升 。 

(16) 0.1 毫克 /毫升 硫酸 奎 宁 储 备 液 : 100 毫克 硫酸 奎 宁 深 于 IN Mb, BRS 
1000 毫升 , 放 入 棕色 瓶 中 ,保存 在 冰箱 内 , 若 溶液 变 浑 ,应 重 配 。 

(17) 0.15 微克 /毫升 硫酸 奎 宁 深 液 : 将 1.5 毫升 硫酸 奎 宁 储 备 液 以 0.1V RABE 
至 1000 毫升 。 此 液 可 用 标准 荧光 玻璃 代替 。 

(18) 活性 人 造 沸石 : 使 用 30-50 目 及 60 一 80 目的 混合 体 , 若 溶液 中 含量 高 于 7 
微克 时 ,可 用 60 一 80 目 。 

人 造 沸石 活化 或 再 生 : 100 克 人 造 沸石 ,以 10 倍 于 其 容积 的 热 3 多 醋酸 搅拌 二 次 ,每 
次 10 分 钟 ; 再 用 五 倍 容积 的 热 25 匈 氧化 钾 搅 拌 15 分 钟 ; 用 热 39% 醋酸 搅拌 10 分 钟 ; 然 
后 ,用 热 蒸馏 水 洗 至 无 氯 离子 为 止 ; 最 后 放 在 布 氏 漏斗 中 抽 王 , 100*C 以 下 烘 干 , 保 存在 密 
封 的 广 口 瓶 中 。 若 处 理 后 活力 不 高 ,重复 处 理 ,或 增加 25% 氯 化 钾 处 理 的 次 数 。， 

若 人 造 沸石 含有 大 量 的 铁 时 ,可 用 酸性 氯 化 钾 洗 涤 。 

人 造 沸石 的 活力 不 稳定 ,活力 随 贮存 而 降低 。 使 用 前 必须 试验 其 吸附 硫 胺 素 的 能 力 。 
要 求 硫 胺 素 的 回收 率 达 92% 以 上 。 


操作 步骤 


1. 提取 

C1) 精确 称 取 一 定量 魔 细 的 样品 ( 硫 胺 素 含量 在 10 一 30 微克 之 间 ) 置 于 100 毫升 锥 
形 瓶 中 ,加 入 75 毫升 0.1V 盐酸 ,在 沸水 浴 上 加 热 半 小 时 , 时 常 摇动 , BZD. REA 
验 , 蔬 菜 \ 水 果 、 鱼 类 可 取样 15 一 20 克 , 谷 类 \ 肉 类 2 一 5 HE, DH. FRA 5 一 10 Fa )o 

(2) 用 2.5M 酯 酸 钠 溶 液 调 至 pH4.5《〈 用 省 化 甲苯 酚 绿 为 外 指示 剂 ) 

(3) 提取 滚 冷 却 至 室温 ,为 了 使 结合 性 硫 胺 素 呈 游离 状态 加 入 淀粉 酶 混 基 液 。( 酶 的 
用 量 : 动物 性 食品 和 干 植物 样品 , 每 克 加 20 毫克 , 新 鲜 蔬 菜 水 果 , 每 克 样 品 加 3 毫克 )， 
37°C 下 保温 过 夜 (为 防止 杂 菌 的 生长 ,在 液 面 上 盖 一 层 甲苯), 或 45°—50°C 保温 3 小 时 。 

(4) 冷却 至 室温 ,用 水 稀释 至 100 毫升 , 混 均 匀 后 过 滤 , 弃 去 最 初 的 几 毫 升 。 

2. 纯 化 

C1) 将 人 造 沸 石 装 人 盐 基 交 换 管 中 , 体 积 约 占 管 长 /3 ,用 蒸馏 水 洗 。 

(2) 吸取 25 毫升 提取 液 , 加 入 到 已 准备 好 的 盐 基 交换 管内 , EK ANDRE 
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为 60 滴 / 分 左右 ,加 入 提取 液 量 的 多 少 , 根 据 其 中 硫 胺 素 的 浓度 而 定 , 使 硫 胺 素 的 总 量 在 
2 一 5 微克 之 间 。 
(3) 用 热 水 洗 盐 基 交换 管 三 次 ,每 次 大 约 用 10 BH FREER 
(4) 用 约 10 毫升 热 酸性 氧化 钾 洗 脱 , 待 完 全 滤 下 后 ;再 加 10 SF. 收集 洗 脱 液 于 25 
毫升 容量 瓶 中 ,冷却 后 ,用 酸性 氧化 钾 和 液 稀释 至 刻度 。 
(5) 取 25 毫升 (0.1 微克 /毫升 ) 硫 胺 素 标准 溶液 , 加 人 另 一 准备 好 的 盐 基 交 换 管 中 ， 
重复 (3), (4) 步 纯化 标准 硫 胺 素 溶液 。 
3 氧化 
C1) 取 两 个 分 液 离心 管 , 标 明 测定 ”及 “空白 ”。 各 准确 加 入 5 毫升 提取 液 。 
(2) 在 测定 管内 加 和 人 3 毫升 碱 性 铁 氛 化 钊 液 ,在 空白 管内 加 入 3 BH 1% 氢 氧 化 钠 
溶液 。 | 
(3) 两 管内 各 加 入 1 毫升 丁 醇 , 并 剧烈 摇 荡 90 秒 钟 。 
(4) 用 标准 硫 胺 素 滤 出 液 代 替 提 取 液 ,重复 上 述 操作 三 步 [(1), (2), (3)]。 
6) HER 4ATRORE DOES. ET RPSWRD BE. 
(6) 小 心 将 各 管 的 下 层 碱 液 弃 去 ,并 各 加 1 一 2 克 无 水 硫酸 钠 , 摇 匀 , 离 心 。 
4. 测定 
用 草 光 计 分 别 测 定 各 管 丁 醇 提 取 波 的 荧光 度 ( 用 硫酸 奎 宁 应 用 洲 校 正 获 光 计 ,使 电流 
指针 位 于 一 定数 字 上 )。 


计算 
Tu。 = Bu x 01 x 2 x = 每 克 样 品 内 所 含 硫 胺 素 量 (微克 ) 
T. = 样品 溶液 的 发 光度 ， 
B, = 祥 品 空白 液 的 发 光度 。 
T, = 标准 溢 液 的 发 光度 ， 
B, = 标准 空白 溶液 的 发 光度 ， 
三 = 样品 的 重量 ( 克 )， 
V = 所 用 已 提纯 的 样品 量 (毫升 )。 
三 、 维 生 素 B, RA) ICM EKO! 
原理 


核 黄 素 能 形成 一 种 具有 黄 绿色 荧光 的 黄色 溶液 。 它 在 稀 溶 液 中 * 440 一 500 毫 微米 波 
长 下 测定 的 荧光 强度 与 核 黄 素 的 浓度 成 正比 。 根据 其 在 还 原 前 后 的 荧光 差 数 ， 可 测 得 核 
黄 素 的 含量 。 


¥ 


试剂 
1.3% 高 氮 酸 钾 溶 液 ”将 高 锰 酸 钾 3 克 溶 于 水 ,稀释 至 100 毫升 ,每 星期 配制 一 次 。 
2. 核 黄 素 标准 液 〈0.5 微克 /毫升 ) ，” 取 储 备 液 (25 微克 /毫升 ) 1 毫升 ,稀释 至 50S 
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升 , 临 用 时 配制 。 
3. 莹 光 红 钠 储备 溶液 (50 微克 /毫升 ) 50 毫克 荧光 红 钠 溶 于 1000 毫升 水 中 
4. 荧光 红 钠 应 用 液 〈0.05 微克 /毫升 ) “ 工 毫 升 储备 液 稀 释 至 1000 SH. 
5 KRRRA AA MAK. . 
6. 冰 栈 酸 
核 黄 素 标准 液 及 荧光 红 钠 应 用 访 的 浓度 因 效 光 计 而 异 。 


操作 步骤 


1. # RHR 

(1) 称 取 含有 核 黄 素 约 5—10 微克 的 均匀 样品 于 125 毫升 锥 形 瓶 中 ,加 入 50 毫升 
0.INHCl ST 15 @ SE FRA 30 分 钟 。 

(2) 样品 经 高 压 处 理 后 ,冷却 ,用 所 氧化 钠 调 至 pH6.0。( 因 核 黄 素 在 碱 性 溶液 中 不 
稳定 ,所 以 必须 滴 加 碱 液 , 边 加 边 摇 , 避 免 局 部 碱 性 过 强 。) 再 迅速 用 IN Hol 调 至 pH4.5， 
使 杂质 沉淀 。 

(3) 用 水 稀释 至 '100 荤 升 ,过 小 。 如 果 样 品 量 大 , TREKS. PERERA 
标准 液 浓 度 来 定 。 

2. 滤液 酸化 “ +2 

C1) 取 两 个 试管 (A),， 分 别 加 入 10 毫升 滤液 和 1 毫升 水 。 

(2) 另 取 两 个 试管 (B), 分 别 加 入 10 毫升 滤液 和 1 毫升 核 黄 素 标准 液 (0.5 oT 
Ft )o 

(3) DEAS SIn 1 SAB. 

3. 纯 化 | 

(1) 每 个 试管 各 加 入 05 BH 3% SEB, 混 匀 后 放置 2 分 钟 以 充分 氧化 样品 内 
的 杂质 。 

(2) 另 取 两 个 试管 (c)， 分 别 加 入 10 毫升 滤液 和 1 毫升 水 及 1 STK, 然后 向 
两 试管 中 各 加 入 20 毫克 NaS,0, (NaS,0, 用 量 不 宜 多 加 ， 以 免 影响 荧光 度 。) 使 样品 中 
的 杂质 与 核 黄 素 都 还 原 成 无 荧光 物质 ,再 摇动 ,使 核 黄 素 与 空气 接触 而 被 氧化 , 测 其 荧光 。 

(3) 在 A,B 管内 各 加 0.5 毫升 3%H.0, (HO, 不 宜 加 过 量 , 以 免 产 生气 泡 , 影 响 欧 
光 读 数 ) 混 匀 ，10 秒 钟 内 退去 颜色 。 

4. 荧光 测定 

(1) 用 荧光 红 钠 溶液 调整 指针 ,使 之 每 次 都 在 一 定 的 读数 上 (如 50—80), . 

(2) 滤液 加 水 的 荧光 读数 为 As 

(3) 滤液 加 标准 液 的 荧光 读数 为 B。 

(4) 滤液 内 加 NaS.O, 的 荧光 读数 为 C。 


计算 
A=C _x mR 5 ph / BF) hee 
a KE Te x AA x Ge (rise / 58) 
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四 、 维 生 素 Be (盐酸 吡 哆 醇 ) 比 色 测 定 法 [27 


oe HEEB, 55 2, 6 二 氧 醒 氧 亚 胺 反应 生成 蓝 色 远 酚 , 在 650nm 处 具有 最 大 吸收 , 维 生 
HB 含量 在 3 一 8 微克 /毫升 时 符合 比尔 定律 。 

试剂 
1.2,6-ABADRRK ，” 取 2，6 二 氧 醒 氧 亚 胺 40 BRAT 100 毫升 异 丙 醇 。 
贮存 于 冰箱 可 在 一 个 月 内 使 用 ,如 果 变 成 粉红 色 不 可 再 用 。 

2. ZAWBAMEE ER 16 克 毛 化 铵 溶 于 70 毫升 蒸馏 水 , 加 浓 氨 水 16 SH, 
再 用 蒸馏 水 定 容 至 100 毫升 ,过 滤 后 使 用 。 

3. 标准 维生素 Be 贮备 液 (0.1 毫克 /毫升 ) ”精密 称 取 盐 酸 吡 哆 醇 标 准 品 25 毫 克 ( 预 
先 在 硅胶 真空 干燥 器 中 千 燥 二 小 时 ) ,溶解 于 250 SEF COLIN 盐酸 中 ; 装 在 棕色 瓶 内 置 冰箱 
中 保存 (可 稳定 三 个 月 )。 

4. 标准 维生素 Bs 应 用 液 (10 微克 /毫升 ) ”吸取 标准 维生素 Bs 贮 备 液 10.0 毫升 ,用 
蒸馏 水 稀 至 100 毫升 。( 当 天 配制 使 用 。) 

5. 浓 盐酸 、0.1N 盐酸 

6. RAR 

7.20% BERRA 

8.5% 硼酸 溶液 


操作 步骤 〈 以 片 剂 为 例 ) 


C1) 取 不 少 于 20 片 的 盐酸 吡 哆 醇 片 , 称 重 后 研 细 ,精确 称 取 相 当 于 10 毫克 盐酸 吡 哆 
醇 的 片 粉 ,用 少量 水 将 片 粉 转移 至 250 毫升 锥 形 瓶 中 ,加 盐酸 5 毫升 ,然后 用 水 定 容 至 250 
毫升 。 在 水 浴 上 加 热 使 之 完全 溶解 。 冷却 后 转移 到 1000 毫升 容量 瓶 中 , 用 水 稀释 至 刻 
度 , 沐 匀 后 取 部 分离 心 ; 取 其 上 清 液 进行 测定 。 

(2) 取 5.0 毫升 上 清 液 于 烧杯 中 ,加 蜡 两 醇 25.0 毫升 ;混和 后 , 吸取 5.0 毫升 置 于 25 
毫升 带 玻 塞 的 刻度 量 简 或 带 玻 塞 的 试管 中 ， 依次 加 入 氢 氧 化 答 - 氧 化 铵 缓冲 液 1.0 BF, 
20% 酯 酸 钠 溶液 1.0 毫升 \ 水 10 毫升 , 混 匀 ,冷却 至 25 左右 。 加 2，6 —AMAW RA 
#% 1.0 Sip 猛烈 振 摇 10 秒 钟 ,从 加 入 此 溶液 起 计时 ，60 秒 钟 后 立即 在 650nm 波长 处 测 
其 吸收 全 ,记录 读数 Ay CRY TALKS eB Ce BE EIR). 

(3) BERLE 2, 但 以 1.0 毫 升 5% 硼酸 溶液 代替 1.0 毫升 蒸馏 水 。 记录 读数 Alo 

(4) 重复 操作 2, 但 以 5.0 毫升 标准 盐酸 吡 哆 醇 溶 液 代 替 5.0 毫升 上 清 液 。 记 录 读 数 
Axo 

(5) 重复 操作 4, 但 以 1.0 毫升 5 多 硼酸 溶液 代替 1.0 毫升 水 ,记录 读数 A: . 


计算 
Bis Pr Oka ko ah AL EAE Hee — 10 x 名 AS 
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其 中 10 为 预计 片 剂 供 试 量 中 盐酸 吡 哆 醇 的 毫克 数 。 


五 、 维 生 素 C (抗坏血酸 ) 定 量 测 定 法 


维生素 C( 抗 坏 血 酸 ) 是 一 种 略 有 酸味 的 白色 结晶 体 , 它 容易 溶解 于 水 (100 毫升 可 溶 
解 33 克 ), 但 在 溶液 中 容易 氧化 为 脱 氨 抗 坏 血 酸 , 氧化 后 仍 具 有 维生素 C 的 生理 活性 , 但 
它 容 易 分 解 为 二 酮 古 洛 糖 酸 , 这 时 不 再 具有 维生素 C 的 生理 活性 。 


(—) 2, 6 二 氯 酚 靛 酚 滴定 法 ”?” 
原理 
还 原型 抗坏血酸 具有 还 原 性 ,能 将 染料 2, 6 二 氧 酚 靛 酚 还 原 成 无 色 , 而 抗坏血酸 本 身 


”被 氧化 成 脱 氢 抗 坏 血 酸 。 

O . OH 

Wh bee # (ae 
ek Sifu FS ves “ose | Clit 

| Oo bn ad 

HO—C O=C | 
| | + N 一 > | | + N—H 

H—c— | H—c_! | 

| an | MAAN 
Ho=¢ 17 Le Ce 二 Kea? og 

WV Mae 

CH,OH | CH,OH | 

还 原型 抗坏血酸 = 


氧化 型 染料 (粉红 色 ) Pl 还 原型 染料 (无 色 ) 

氧化 型 的 2，6 二 和 氧 酚 靛 酚 在 酸性 溶液 中 呈 粉 红色 ,在 中 性 或 碱 性 溶液 中 呈 蓝 色 。 当 

用 此 染料 滴定 含有 抗坏血酸 的 酸性 溶液 时 ,在 抗坏血酸 未 全 部 氧化 前 , 则 入 下 的 染料 立即 
被 还 原 成 无 色 , 一 旦 溢 液 中 的 抗坏血酸 全 部 被 氧化 时 , 则 滴 下 的 染料 立即 使 深 液 显示 粉红 
色 , 此 时 为 滴定 终点 , 即 表示 溶 小 中 的 抗坏血酸 刚刚 被 氧化 完全 。 


试剂 
1.2 多 草酸 溶解 20 克 草 酸 (化 学 纯 , 结 晶 ) 于 700 SAMAK, 定 容 至 1000 B 


全 


升 。 

2.17 草酸 “将 2% 草酸 溶液 稀释 之 。 

3. 标准 抗坏血酸 深 液 《0.02 毫克 /毫升 ) 取 20 毫克 标准 抗坏血酸 结晶 溶解 于 1% 
FARR Mite 100 毫升 ,再 取 其 中 5 毫升 稀释 到 50 毫升 ,迅速 取 5 毫升 标定 染料 。 

4. 0.029 2, 6 二 氢 酚 靛 酚 溶液 B50 毫克 2，6 二 氧 酚 靛 酚 溶解 于 约 200 毫升 含 
有 52 毫克 碳酸 氢 钠 的 热 水 中 。 冷 却 后 稀释 至 250 毫升 。 过 滤 后 装 在 棕色 瓶 内 贮 于 冰箱 
中 。 每 星期 至 少 标定 一 次 。 

标定 方法 如 下 : 取 5 毫升 标准 抗坏血酸 溶液 加 5 毫升 1 多 草酸 ;用 0.02% 2, 6 —H 
Mi meh ai ve. 以 溶液 的 粉红 色 能 维持 15 秒 钟 为 终点 。 所 用 的 2，6 二 氧 酚 靛 酚 溶 液 的 体 
积 相当 于 0.1 毫克 抗坏血酸 ,由 此 可 求 出 1 毫升 咨 沪 相 当 于 抗坏血酸 多 少 毫 克 ae 


操作 步骤 
1. 提取 
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C1) 称 100 克 样 品 ,加 100 克 2% BR. WARMUP RAIRK. Giwein 

则 可 用 10% 三 氯 醋酸 作为 提取 剂 。 如 测 含 有 大 量 Fet+ 的 食物 ,可 用 8% MBA RAE 
Rilo 

| (2) 称 取 10-30 克 浆 状 样品 (含有 抗坏血酸 1 一 5 毫克 ) 置 于 100 SHR AH 
1% 草酸 稀释 至 100 毫升 。 

《3) PME MRI. FER DLS CR. MRBRERT Aw the. 

2. 滴定 

C1) ARB BRA 5 一 10 毫升 ( 含 样品 eM, MA 50 毫升 锥 形 瓶 内 。 如 果 样 
品 中 抗坏血酸 含量 过 低 , 每 一 百 克 中 含 5 毫克 或 低 于 5 毫克 时 ,可 取 25 SET aR RHETT 
定 。 或 仍 用 10 毫升 滤液 ,但 将 染料 稀释 为 0.01 色 。 

(2) 立即 用 标定 过 的 2, 6 二 氧 琴 靛 酚 溶液 滴定 之 , 记 下 消耗 的 染料 溶液 毫升 数 (V)。 


计算 
VE x 100 一 抗坏血酸 毫克 数 /100 克 样 吕 


式 中 ，V = 滴定 时 用 去 的 染料 溶液 毫升 数 。 
T= 1 毫升 染料 溶液 所 能 氧化 抗坏血酸 的 毫克 数 。 
W = 滴定 时 所 用 让 液 中 所 含 样品 的 克 数 。 
讨论 
(1) 操作 要 尽 可 能 快 ,以 减少 抗坏血酸 的 被 氧化 。 
(2) 草酸 及 蔬菜 的 草酸 提取 液 不 要 暴露 在 日 光 下 ,以 免 加 速 抗坏血酸 的 氧化 及 破坏 。 
(=) 2, 4 二 硝 基 荣 肝 法 中 3 
原理 


总 抗坏血酸 包括 还 原型 , HALIM ARR. 将 样品 中 的 还 原型 抗坏血酸 氧化 
成 脱 氢 型 抗坏血酸 。 在 pH5 ULM, 脱 氨 抗 坏 血 酸 发 生 分 子 重 排 , 其 内 脂 环 裂 开 生成 二 


酮 古 洛 糖 酸 。 
O 一 C O=C COOH 
| 7 | | | 
HO} CG OO 一 C C=O 
1 o | Oo | 
HO= C 一 2H OO 一 C C 一 O 
== 一 一 > | 
H—C— +2H H--CcC— H—C—OH 
| | | 
HO—C—H HO— C—H OO € =F 
| 
CH,OH CH,0OH CH,OH 
抗坏血酸 脱 所 抗坏血酸 二 酮 古 洛 糖 酸 


脱氧 抗坏血酸 和 二 酮 古 洛 糖 酸 都 能 与 2, 4 RAE ERA AR, ROSE 
与 总 抗坏血酸 含量 成 正比 。 将 肛 溶 于 硫酸 后 ,进行 比 色 ,由 标准 曲线 计算 样品 中 的 总 抗 坏 
血 酸 含量 。 
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试剂 

1.9N 硫酸 取 浓 硫酸 (比重 1.84) 25 毫升 慢 慢 倾 入 70 TET ARK, 冷却 后 定 
AZ 100 2Ft, 

2.2% 2,4-HEARRRK M252.4 —MRKHAF 100 BF oN 硫酸 中 ,过 
站 , 放 置 冰 箱 内 ,每 次 使 用 前 必须 过 滤 。 

3.2% 草酸 ” 取 20 克 草 酸 (化 学 纯 , 结 晶 ) 溶 于 700 毫升 蒸馏 水 中 , 稀释 至 10008 
The 

41% 草酸 450087 2% RARE 1000 BF, 

5.1% Bk ELS semPRAT 500 BF 1% RBH, 

6.2% PR ， 取 10 克 硫 腺 溶 于 500 毫升 1% 草酸 中 。 

7.85% HBR F900 毫升 浓 硫 酸 (比重 1.84) 小 心 加 入 100 毫升 蒸馏 水 中 。- 

8. 标准 抗坏血酸 溶液 W100 毫克 纯 抗 坏 血 酸 溶 于 100 BF 1% Mwy | 

9. 活 性 炭 “ 取 100 克 活性 几 , 加 LV 盐酸 750 SH, KHIR 1 一 2 小 时 。 过 
iS >» AAR BK GEAR BUR ES eK I Fett++ 为 止 , 置 人 烘箱 内 烘 干 备用 。 


操作 步骤 
1. 标准 曲线 的 制作 


C1) 取 抗 坏 血 酸 标准 芒 (1 毫克 /毫升 ) 25 毫升 于 锥 型 瓶 中 nists 0.1 32> FBG 1 


分 钟 ,过 滤 。 

(2) 准确 吸取 滤液 10 毫升 于 50 毫升 容量 瓶 内 ,加 入 0.5 RR. 待 溶解 后 用 工 % 章 
酸 溶液 稀释 至 刻度 , 混 匀 之 (200 微克 /毫升 ) EEC 

(3) AR 10 毫升 容量 瓶 5 个 ， 编 号 。 HUSA LRA, 022 
升 , 0.4 毫升 , 0.8 SH, 12 毫升 , 并 各 用 1S 硫 脲 液 稀 释 至 刻度 , 混 匀 之 8 各 瓶 内 抗 坏 血 
酸 的 浓度 分 别 为 每 毫升 2 微克 , 4 微克 , 8 微克 ,16 微克 , 24 微克 。 ; 

(4) 取 6 个 试管 , 其 中 一 个 加 上 述 任 一 浓度 抗坏血酸 稀释 液 4 毫升 为 空白” 管 。 其 
它 五 个 试管 编号 为 “测定 ” 管 , 按 次 序 分 别 如 上 述 各 种 浓度 抗坏血酸 稀释 液 二 毫升 。 

6) ERMINE’ SHIA 2% 2,4 = WEES 1 毫升 /连同 “ 窗 自 ” 管 三 起 置 

于 37°C 温 箱 保 温 3 小 时 。 

(6) 3 小 时 后 ,将 “测定 ? 管 置 于 冰 水 中 ; “空白 ” 管 冷 至 室温 后 加 入 2%2, 4 IH 
BLAH 1 毫升 ,在 室温 下 放置 10 一 15 分 钟 后 再 放 在 冰 水 中 冷却 。 

(7) 在 上 述 各 管 中 慢 慢 滴 加 85% 硫酸 5 毫升 ; 边 滴 加 边 摇动 试管 ,加 完 5 毫升 须 用 
1 分 钟 , 这 样 可 防止 溶液 因 温 度 升 高 而 变 黑 。 

(8) 将 试管 从 冰 水 中 取出 ;在 室温 下 放置 半 小 时 ， 然 后 在 490 毫 微米 波长 下 进行 比 
色 。 

(9) 以 光 密 度 为 纵 坐 标 , 抗坏血酸 的 浓度 (微克 /毫升 ) 为 横 坐 标 , 绘制 抗坏血酸 的 标 
准 曲线 。 

2. 样品 中 总 抗坏血酸 的 浊 取 

(1) 准确 称 取 样品 (如 蔬菜 或 水 果 ) 100 克 和 2 多 草酸 液 100 克 置 于 匀 浆 器 内 的 成 匀 
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浆 。 
(2) 称 取 匀 浆 10—40 克 , 倾 入 100 毫升 量 瓶 内 ,再 用 1% 草酸 洗涤 数 次 并 RA 


RE RIE. 


(3) 充分 混 匀 后 立即 过 滤 或 离心 。 

3, 氧化 成 脱 氢 抗坏血酸 ,成 肢 , 比 色 

C1) 吸取 滤液 25 毫升 ,加 活性 炭 0.1 克 ; 摇 荡 约 工分 钟 ,使 还 原 抗坏血酸 氧化 成 脱氧 
抗坏血酸 ,过 滤 。 

(2) 准确 吸取 氧化 后 的 滤液 10 毫升 于 一 试管 内 ,并 加 2% HR 10 毫升 ; 混 匀 之 。 

(3) 取 试 管 2 个 ,标明 空白 "及 测定 "各 加 入 上 述 稀释 芒 4 毫升 。 

(4) 按照 标准 曲线 制作 项 《5) 一 (8) 操作 ,使 形成 腾 并 进行 比 色 。 


局 计算 


x x ae = 100 克 桩 品 内 所 含有 总 抗坏血酸 毫克 数 。 


SPR 表示 从 标准 曲线 查 出 的 每 毫升 测定 液 中 所 含 iis ai pa ia 
双 表 示 每 毫升 稀释 液 中 所 含 样品 克 数 。 


讨论 
© (1) 确 昭 的 作用 在 于 防止 抗坏血酸 继续 被 氧化 和 有 助 于 晓 的 形成 。 


(2) 加 硫酸 显 色 后 , 可 随时 间 的 延长 而 加 深 , 因此 必须 掌握 比 色 时 间 ，, 恰 到 半 小 时 比 
色 才 较 准 确 。 


(三 ) 碘 滴 定 法 ” 
原理 


铜 盐 (硫酸 铜 或 醋酸 铜 ) 与 过 量 的 碘化钾 进行 反应 形成 碘 化 铜 , 碘 化 铜 不 稳定 ,随即 分 
解 为 碘 化 亚 铜 和 游离 的 碘 。 
2CuSO. + 4K] 一 一 > 2Cul + 2K,SO, 
2Cul, 三 -> Cu 十 五 
释放 出 来 的 碘 可 氧化 L- 抗 坏 血 酸 形成 脱 氢 抗 坏 血 酸 和 碘 化 氧 。 反 应 继续 进行 ,直到 
溶液 里 的 L- 抗 坏 血 酸 被 碘 全 部 氧化 为 止 。 币 余 的 微量 的 碘 与 淀粉 指示 剂 生成 蓝 色 终点 


O oO 
| 1 
C os 
| 
HO—C O=C 
O 
oe a +t, — 2HI + sehiy 
| 
H—C HY ¢ 
| 
HO— C—H HO-—cC—H 
| | 
CH,OH CH,OH 


明显 。 本 法 简单 ,快速 ,可 准确 测定 工 -抗坏血酸 25 微克 的 量 。 对 抗坏血酸 纯 品 进行 测定 
的 结果 表明 实验 误差 不 超过 士 2 多。 
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试剂 

(1) 标准 0.01M 硫酸 铜 (CuSO,…5HO) 溶液 或 0.01M 酷 酸 铜 [Cu(CH,COO),-H,0] 
YAIR: 精确 称 取 0.2497 克 硫 酸 铜 或 0.1996 克 陛 酸 铜 加 水 定 容 至 100- 毫 升 s 

(2) 30% 和 50% 碘化钾 水 溶液 (w/v)。 

(3) 1% 可 溶性 淀粉 指示 剂 溶液 (w/v)。 

(4) 偏 磷酸 - 酷 酸 溶液 : 取 15 克 偏 磷酸 溶 于 40 SEF VK ARR 450 毫升 蒸馏 水 的 混合 
流 中 ;在 冰箱 中 过 滤 , 滤 入 保存 在 冰箱 中 ,超过 10 天 需 重 新 配制 。 


操作 步骤 

1. WEES 

(1) 药品 片 剂 : 取 10 个 药片 称 重 ,小 心 研 碎 , 精 密 称 取 相 当 于 1 片 重量 的 片 粉 ; 以 偏 
磷酸 - 酯 酸 溶液 溶解 ,于 100 毫升 量 瓶 中 定 容 , 摇 匀 后 过 滤 。 1 

(2) 注射 液 : 取 1 毫升 注射 液 用 偏 磷酸 -醋酸 溶液 稀释 定 容 到 100 毫升 。 

(3) 食品 : 取 50 克 或 20 克 蔬 菜 或 水 果 , 加 偏 磷酸 -醋酸 溶液 到 200 BEF, tie 3 分 钟 
后 过 滤 wim 

2. 滴定 ， 精密 量 取 一 定 体积 的 样品 溶液 (如 5 毫升 ) 于 100 毫升 碘 量 瓶 中 ,加 10s 
Fr 30%KI 溶液 (抗坏血酸 稀 溶 流 含 量 低 于 1 毫克 时 可 用 50%KI 溶液 )。 再 加 数 滴 淀粉 指 
示 剂 溶 该 。 随 即 用 标准 硫酸 铜 溶液 (0.01M) 进行 滴定 。 边 滴定 边 振 摇 , 直 至 显示 出 蓝 色 ， 
记录 滴定 量 。 再 做 一 个 空白 试验 ,在 计算 前 , 需 将 样品 的 袜 定 量 减 去 空 自 试 验 的 滴定 量 得 
Vo 


计算 
L- 抗 坏 血 酸 含量 (毫克 /每 份 ) = 了 x C 


V = 0.01M 标准 硫酸 铜 溶液 的 毫升 数 。 
C = 0.88, Bil 1 毫升 0.01M 标准 硫酸 铜 溶液 相当 于 0.88 毫克 抗坏血酸 。 


六 、 维 生 素 D 比 色 测定 法 上 9 


原理 


维生素 D; MDs 在 氧 仿 溶液 中 与 三 氧化 锦 反应 呈 橙 黄色 ， 在 500 毫 微米 处 具有 最 大 
吸收 。 本 法 适用 于 维生素 D 各 种 制剂 的 测定 。 


试剂 

1. 三 氯 化 锁 的 重 蒸 ”” 取 分 析 纯 的 三 氧化 镜 , 置 于 曲 颈 瓶 内 , 在 砂 汉 上 加 热 , 4=A 
化 锋 开 始 蒸 出 时 ,用 表 玻 璃 接 取 一 冯 馏 出 液 ， «inde gt BN By 75 7 LH vac Re FF 
先 称 重 的 干燥 、 带 玻 塞 的 瓶 内 , 称 重 。 

LADNER KART ORG, 加 5 双 (w/v) 硫 代 硫 酸 钠 溶液 振 功 , A 
层 用 无 水 氧化 钙 脱 水 ,然后 重 蒸 , 弃 去 首尾 部 分 。 
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| 3. =AKSAGAK MWERERH=SULR. MAMMTRRRAEHA, 
«FANE. 
A ZRMS-LRAAGHER BELRERHRHAR MARYS FHRARY 
3% COMER 1S. IRA AK | 

5. GR: ， 取 分 析 纯 乙醚 ,加 5% (w/v) 硫 代 硫 酸 钠 深 液 振 荡 , 取 出 乙醚 层 , 重 蒸馏 ， 
弃 去 首尾 部 分 ,用 碘化钾 试 液 检 查 有 无 过 氧化 物 。 

6.95% 乙醇 分 析 纯 。 

7.50% BAMA  W50 克 氢 氧化 钾 , 加 水 至 100 毫升 。 

8: 维生素 D 标 准 溶液 “精确 称 取 骨 化 醇 标准 品 12: 毫 克 , 用 重 蒸 的 氯仿 溶解 并 稀释 
至 50 毫升 ,此 液 保 存在 冰箱 中 可 用 10 天 。 

9. ZED REMARK (12 微克 /毫升 ) ， 取 上 述 维生素 D 标 准 液 BHAA 
WZ 100 毫升 。 此 流 现 用 现 配 。 


操作 步骤 

1. 维生素 D 油 注射 液 的 测定 

《1) 精确 吸取 样品 (每 毫升 含 维生素 D40 万 单位 ) 1 BEAD FSG ER REIT A 
维生素 D 12 微克 。 

(2) 取 标 准 维生素 D 标 准 应 用 溶液 和 样品 液 各 1 毫升 ,分 置 于 两 个 比 色 杯 中 ,各 加 三 
SCE CR A-SI 4 ET. HD. 在 500 毫 微米 处 测定 吸收 值 。 蛙 色 程度 与 温度 有 
关 : 一 般 情况 下 ,在 20°C 时 ,以 加 入 显 色 剂 后 1 一 2 分 钟 内 测定 为 好 

按 下 式 计 算 样品 中 维生素 了 的 含量 : 


Cx《〈 微 克 / 毫 升 ) = x Cs X N 


Ax = 样品 溶液 的 吸收 值 ， 
A = 标准 维生素 D 溶 沪 的 吸收 值 。 
Cs = 标准 维生素 D 的 浓度 (微克 /毫升 ) 
N = 样品 稀释 倍数 。 
2. 维 生 素 D 胶 性 鳃 注射 液 ( 每 毫升 含 维生素 D 5 千 单位 ) 的 测定 
C1) 精确 吸取 样品 1 毫升 , 置 于 125 毫升 锥 形 瓶 中 ,加 95 多 乙醇 30 毫升 , 50% BH 
MCAS RK 3 毫升 BAMA RE. 7B Lib tet 30 分 钟 , 自 冷凝 管 顶端 加 10 SHA 
馏 水 ,冲洗 冷凝 管 ,冷却 。 
(2) 将 溶液 移 置 于 250 毫升 分 液 漏斗 中 ， 锥 形 瓶 再 用 蒸馏 水 洗 数 次 ， 每 次 用 蒸馏 水 
15 一 20 毫升 ,洗涤 波 合 并 人 分 液 漏 斗 内 。 
(3) 用 乙醚 提取 三 次 ,每 次 振 摇 10 一 15 分 钟 , 共 用 乙醚 100 毫升 。 合 并 乙醚 液 。 
(4) 用 蒸馏 水 洗涤 乙醚 提取 流 , 每 次 用 量 50 一 100 毫升 , 慢 慢 摇 动 以 免 乳 化 ,直至 水 
BoM BAKA AB 
(5) 乙醚 液 用 铺 有 无 水 硫酸 钠 的 漏斗 过 滤 至 锥 形 瓶 内 ,漏斗 再 用 乙醚 洗涤 ,洗涤 液 并 
人 锥 形 瓶 中 。 
(6) BIST KYL. ,在 低温 下 回收 乙醚 , 待 样品 蒸 王 后 立即 取 下 。 再 用 电 吹 风 吹 
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FMA 10 毫升 氧 仿 溶解 之 。 

(7) 取 标 准 液 和 样品 液 各 1 毫升 , 分 置 于 两 个 比 色 杯 内 ,各 加 入 4 毫升 三 氧化 匀 - 乙 
酰 氧 - 氧 仿 溶液, 搅 匀 , 在 500 毫 微米 波长 处 测定 吸收 值 。 用 上 述 (维生素 了 油 注射 滚 的 测 
定 项 下 ) 公 式 , 计 算 样品 溶液 中 维生素 D 的 含量 。 

讨论 

(1) APE. RECN BOE RE, 也 可 用 电 吹风 热风 吹 千 , 最 
后 残留 的 少量 乙醚 ,只 要 不 直接 曝晒 ;影响 不 会 太 大 。 

(2) 使 用 本 法 进行 测定 时 ;维生素 A 会 与 三 氧化 匀 反 应 形成 蓝 色 产物 而 发 生 干扰 , 必 


须 设 法 除去 维生素 A。〈 可 采用 经 皂 化 后 的 未 皂 化 部 分 再 经 过 二 次 层 析 除去 维生素 :As 
也 可 将 邱 化 后 的 未 皇 化 部 分 通过 氧化 铝 柱 层 析 除 去 维生素 A ) 
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Be Wwe 类 


HEA SEM 


激素 是 生物 体内 的 一 种 调节 物质 , 是 多 细胞 生物 在 漫长 进化 过 程 中 的 产物 。 多 细胞 
生物 在 进化 过 程 中 ， 一 方面 组 织 器 官 趋向 高 度 分 化 ， 男 一 方面 又 形成 高 度 协调 一 致 的 整 
体 。 -动物 能 较 好 地 适应 环境 ， 就 是 由 于 中 枢 神经 和 内 分 这 系统 对 机 体 的 统一 协调 作用 。 
内 分 刻 系 统 是 经 过 特殊 分 化 而 形成 的 组 织 , 它 所 分 刻 的 特殊 化 学 物质 直接 进入 血 波 , 运 送 
到 有 关 效 应 器 官 , 作 用 于 靶 细胞 ,协调 机 体 各 组 织 之 间 , 机 体内 外 环境 之 间 的 变化 ,从 而 调 
节 代 谢 ,这 类 由 内 分 泌 细胞 产生 的 物质 称 为 激素 (Hormone). 

激素 的 作用 是 调节 机 体内 一 系列 生化 反应 速度 ,以 控制 机 体 的 代谢 活动 。 特点 是 : 
数量 本 效率 高 `\ 作 用 大 5 MAD WRENS), BR PARR EERE SAN 
存亡 z 近代 医学 界 ; 常 利用 测定 激素 以 诊断 疾病 ,服用 或 注射 激素 类 药物 以 治疗 疾患 。 如 
糖尿 病 患 者 ,机体 消瘦 , 血糖 ` 尿 糖 偏 高 ,这 是 由 于 患者 胰岛 素 分 刻 量 减 少 , 血 糖 合成 肝 糖 
原 的 功能 降低 ,注射 胰岛 素 可 使 糖尿 病 得 到 治疗 。 又 如 测定 尿 中 17- 羟 皮质 类 固 醇 (24 小 
Ni SS IST ite: 增高 可 能 为 柯 兴 氏 综合 症 * 上 硝 上 腺 皮质 腺 瘤 ,或 瘤 肿 ; 减少 
可 能 为 阿 狄 森 氏 病 ,西汉 氏 病 等 。 

由 于 激素 调节 着 多 种 复杂 的 代谢 途径 因而 激素 的 种 类 也 是 多 种 多 样 的 。 按 其 化 学 
结构 可 以 分 为 以 下 几 类 : 一 : 含 氮 类 激素 包括 蛋白 质 、 多 肽 、 氮 基 酸 及 其 衍生 物 ; —. BR 
激素 ,或 称 类 固 醇 激素 ;三 .前列腺 素 及 其 它 不 饱和 脂肪 酸 衍 生物 。 随 着 激素 种 类 的 不 同 ， 
其 测定 方法 也 不 同 。 含 氮 类 激素 通常 用 生物 测定 法 ,放射 免疫 分 析 法 ， 放射 受 体 分 析 法 。 
激素 的 一 般 纯度 检查 , 用 薄 层 层 析 、 柱 层 析 、 气 相 色谱 等 方法 , 均 可 参阅 本 丛书 中 其 它 分 
Ho 未 章 将 着 重 阐述 当 类 激素 的 化 学 测定 ,包括 紫外 分 光 光 度 法 ` 比 色 法 等 , 供 药 检 、\ 临 床 
EM EMEA RES 


一 、 当 类 激素 一 -直接 紫外 分 光 光 度 法 0 


直接 紫外 分 光 光 度 法 广泛 应 用 于 省 类 激素 药物 的 原料 测定 。 方法 简便 准确 ， 但 一 般 
不 适用 于 制剂 。 由 于 赋 形 剂 往往 在 240 毫 微米 附近 有 吸收 , 因此 必须 通过 柱 层 析 或 薄 层 
层 析 分 离 纯化 后 ,才能 进行 此 外 测定 。 


省 类 激素 主要 有 肾上腺 皮质 激素 和 性 激素 , FPRAWRESA TERR HAAR 
Al: 
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19 Fc 14 D 
ae 
Peis 
es 
结构 中 A 环 多 为 脂 环 , 少数 为 共 环 (如 雌 激 素 )，Cs LARA RRR RE, Cy. Ce BMA 
FASE 取代 ,Cn 可 能 有 羟基 或 次 基 , Cy 上 的 取代 基 (\ 称 为 侧 链 ) 差 别 其 大 ,可 为 羟基 , 凑 基 ， 
O O 


EA 2 i EME aS x- 醇 酮 基 (一 c_ca om Fo 

A 环 上 a, B 碳 上 不 饱和 双 键 及 火 基 的 紫外 吸收 特性 能 够 很 好 地 用 来 测定 具有 该 功 
能 团 的 当 类 。 不 饱和 双 键 与 痰 基 连 接 形成 发 色 团 系统 ,在 230 一 270 毫 微米 有 吸收 ,而 峻 性 
激素 A 环 的 酚 羟基 在 280 毫 微米 有 一 吸收 带 ( 醇 溶液 中 其 克 分 子 吸收 e = 2000 一 2300)o 


表 6.1 当 类 中 各 种 发 色 团 的 紫外 吸收 特性 
kz & AR 外 KR ke 符 ， 性 例 于 


Arnaz nm) 六 Emax 


Fe 基 170 一 200 5000 一 10000 


282 31 
(Carbonyl) 280—300 50— 100 
xR 键 
180 一 225 500 一 5000 | 204 3300 
(Double bond) 
cx-8- 不 饱和 酮 
230 一 270 10000 一 18000 253 11200 
(a-@ Unsaturated ketones) 

Fe Mi (AMA BH ) 232. 21500 
(Conjugated dienes 220—260 14000—28000 | 239 23500 
different rings) WT 248 16000 

Fe HE has Cll KD | 262 7700 
要 11400 
(Conjugated dienes 250—285 5000—15000 e248 ao sion 
same rings) NF, Ai 293 6900 
Sei SM ) 
280-350 5000—20000 ih ag 306 14500 
(Conjugated polyenes) \4\G 
二 烯 酮 (不 同 环 ) | 
9 PS NS 
(Dienones, different 280—300 10000—30000 | | 284 28000 
of 4A 
rings ) : 
= ; 223 13500 
=i Ad 
220—380 10000—30000 256 11900 
(Trienones) 296 15300 
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仪器 和 试剂 


C1) 751 型 分 光 光 度 计 。 


(2) FE7K CBE CC. P.do 
(3) 激素 标准 品 。 


操作 步骤 


取 一 定量 需要 测定 的 当 类 激素 药物 原料 ,用 无 水 乙醇 配 成 表 6.2 所 示 的 浓度 ,在 最 大 
时 的 消光 系数 , 与 下 表 列 出 的 标准 Er 


吸收 波长 下 测 出 消光 值 ,将 此 换算 成 Et 
比较 * 即 可 求 出 该 样品 中 省 体 激素 的 含量 。 或 先 用 该 激素 的 标准 品 , 配 制 成 一 系列 的 浓度 ， 
测定 其 紫外 吸收 值 ,绘制 标准 曲线 。 测 未 知 样品 时 可 在 曲线 上 直接 碍 知 其 含量 。 

表 6.2 常用 当 体 激素 的 最 大 吸收 波长 及 区 值 


药 物 名 称 


酷 酸 可 的 松 
氢化 可 的 松 
醋酸 氢化 可 的 松 
Ra E RM 
RBA RIE 
ee IN 
氟 美 松 磷酸 钠 
醋酸 氟 气 可 的 松 


无 水 乙醇 溶液 


0.001% 
0.001% 
0.001% 
0.001% 
0.001% 
0.0015% 
0.002% 
0.001% 
0.015% 
0.001% 
0.001% 
0.001% 
0.001% 
9.001% 
0.001% 
0.001% 
0.001% 甲醇 液 

0.01% 
0.001% 
0.001% 


238+1 
242+1 
242 
238+1 
243 +1 
240+ 1 
242+1 
240 
240+1 
240—242 
240 
240 
241 
240 
238 
240 
230 
280+1 
240+1 
288+1 


RA RMR KSA) 


Ei% 


icm 


390 
435 
385—405 
385 
352—389 
355 
294 
400 
332 
430 
535 
490 
540 
380—405 
485 
405—430 
517 
71 
571 
630 


值 进行 


如 果 当 类 药物 原料 中 含有 RE SR”. 必须 先 采用 层 析 分 离 , 然 后 用 紫外 分 光 光 度 法 
进行 测定 。 下 面 列举 数 例 说 明 紫 外 分 光 光 度 测 定 靶 的 应 用 : 
例 1: 美国 药典 USP 对 氟 羟 脱氧 皮 ( 当 ) 醇 的 含量 测定 [USP(18) 742 一 743 页 ] 就 
是 先 在 硅胶 -G(〈 含 荧光 指示 剂 ) 板 上 分 离 洗 脱 后 ,再 在 238 毫 微米 处 测 其 吸收 值 。 
例 2: 利用 硅胶 薄 层 分 离 和 定量 测定 当 类 混合 物 ( 涛 尼 松 ， 
acetate) ATH 29 A 05: PAM (70:30), REITER ES 10 厚 米 ,采用 紫外 光 定位 ,用 7275 多 甲 
醇 水 溶 洲 洗 脱 吸收 的 斑点 ,然后 用 紫外 分 光 法 进行 测定 。 回 收 率 可 达 96.0 狗 士 2.0 驳 。 
例 3: 利用 当 类 激素 间 的 结构 不 同 , 最 大 吸收 波长 不 同 , 来 进行 纯度 检查 和 含量 测定 。 
例如 对 口服 避孕 药 异 抉 诺 酮 《Norethynodrel) 进行 烽 诺 酮 限度 检查 时 , 由 于 二 者 双 键 位 置 
ANIA] ERG RA A‘-3 酮 结构 在 240 毫 微米 有 最 大 吸收 ,而 异 块 诺 酮 双 键 位 置 在 5(10) 位 ,为 


s 171 。 


肤 轻 松 及 “Paramethason 


A°-3 Aid, ZE 240 SRAKMERARK, Ale 4S RRA 1:50000 无 水 甲醇 溶 该 在 240 
毫 微米 的 吸收 值 如 不 大 于 0.25, RRR MREAKR. M4THRAMASMEN, Wil 
用 含 盐酸 的 甲醇 溶液 在 25"C 放 置 1 小 时 ,使 其 异 构 化 ,转变 为 具有 A‘3 病 基 结构 ， 然后 在 
240 毫 微米 处 测 其 吸收 值 , 计 算 其 含量 [USP(18) 454 页 ]。 


=, SSeS BER MR) 


凡 具 有 当 酮 结构 的 激素 类 药物 均 可 用 本 法 测定 


原理 


肾上腺 皮质 激素 的 C:- 酮 基 及 某 些 当 酮 基 与 常用 的 凌 基 试剂 一 Csonicotinie 
acid hydrazide 简写 INH), 在 弱酸 性 条 件 下 形成 异 获 脖 。 某 些 具有 两 个 省 酮 基 煞 类 激素 
可 形成 双 脖 ,( 如 黄体 酮 ,可 的 松 ,氢化 可 的 松 )。 其 反应 如 下 : 


X 
VA 


i NEN 
et 4 Ms 图 
ye 
C,-§ A aa R 
fe) CONHNH, NHNOC 
VAL A : os 让 ee A 
Pas YY riage 站 
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Cui | SEAS i 


以 异 获 腊 为 试剂 ， 在 用 盐酸 酸化 的 无 水 乙醇 介质 中 与 AW} 酮 基 当 体 快速 形成 醇 溶 
性 的 浅黄 色 的 脏 。 在 380 毫 微米 处 有 最 大 吸收 。 

本 法 可 用 于 测定 丙 酸 尝 ( 当 ) 酮 、 黄 体 酮 及 其 油 溶液 。 还 可 用 于 甲 基 尝 ( 当 ) 酮 $ 可 的 
松 、 氨 化 可 的 松 等 激素 的 测定 。 


”仪器 和 试剂 


751 SESE KC (C. PL), aH CC. 1P.)， 盐 酸 (C: P.), EK HCl, & 
he (C. P.)《 或 正 庚 烷 C. P.), Af (C. P.), HEB (o0—100 ADs 无 水 二 本 (Cc. 
P.)， 激素 标准 品 。 


操作 步骤 

1. FAME 

C1) AFeARHSEWEYSSR: 

用 校正 过 的 注射 器 ,准确 吸取 一 定量 的 当 体 激素 油 溶液 , 溶 于 无 水 乙醇 中 。(100 毫 升 
醇 中 不 得 超过 !1 毫升 油 。) 分 取 相 当 于 50 微克 省 类 醇 溶 液 , 置 于 反应 管 中 (25X150 :毫米 
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圆柱 形 磨 口 管 ) 蒸 去 乙醇 。 如 人 4 SARE AN (500 SRHKRRAT AA 0.625 毫升 浓 
盐酸 的 100 毫升 无 水 乙醇 中 )。 加 塞 振 摇 或 旋 摇 使 样品 充分 溶解 。 在 室温 下 放置 1 小 时 。 
”以 异 获 旱 试剂 作 空白 ,在 380 毫 微米 波长 处 测 其 吸收 值 。 另 取 相 当量 的 标准 激素 醇 溶液 
《浓度 为 100 微克 /毫升 无 水 乙醇 溶液 ) 同 样 处 理 测 定 , 进 行 计 算 。 
(2) 如 果 当 类 激素 在 油 溶液 样品 中 含量 为 10 毫克 /毫升 或 更 少时 , 则 应 作 如 下 处 理 : 
精密 量 取 一 定量 的 当 类 激素 油 溶 液 , 溶 于 异 辛 烷 - 氧 仿 (2:1) BABA HBSS 
升 溶剂 中 含 0.5 毫克 当 类 激素 。 

取 4.25 克 佛 罗 里 硅 土 〈Florisil .60 一 100 目 ) 用 不 含 激 素 的 混合 溶剂 5 毫升 油 成 浆 状 
装 柱 。 将 含有 -0.5 毫克 当 类 激素 的 混合 溶液 5 毫升 移 人 柱 中 。 BU 100 毫升 混合 溶剂 将 
样品 展开 。 Ae 

ARREARS SA, Dee GE-A (1:1)200 毫升 混合 溶剂 洗 脱 (或 用 正 庚 烷 
洗 脱 ),， 莹 去 溶剂 , 残 瘟 以 无 水 乙醇 溶解 。 分 取 相 当 于 50 微克 的 省 类 激素 ,在 反应 管 中 蒸 
干 供 测定 用 。 

如 果 样 品 为 黄体 酮 溶液 , 除 同 上 操作 外 ,不 用 异 辛 烷 -氯仿 (1:1) 洗 脱 , 而 以 150 毫升 ， 

氯仿 洗 脱 ,( 或 用 正 庚 烷 洗 脱 )。 蒸 干 后 供 测定 用 。 
3) 标准 曲线 的 制作 : ”精确 称 取 标 准 当 类 激素 ， WARS 溶 于 异 辛 烷 - 氧 仿 
(1:1)， 黄 体 酮 溶 于 氯仿 。 配 成 一 系列 浓度 ,分 置 于 5 个 反应 管 中 , 含量 为 20、40、60、 
80, 100 Th3. KRATMARKHA 4 毫升 。 室 温 瞳 反应 1 小时。 在 380 毫 微米 处 
比 色 , 制 作 标准 曲线 。 

2. 异 共 腹 二 盐酸 法 An-3 酮 省 类 (如 地 塞 米松 ) 与 A'-3 MAKRAR, CSRK 
RMR. A+3 MSR RRAN RE. MER SRBN ROT LA 1:2 时 显 
色 才 稳定 ;而 对 A"-3 酮 当 类 来 说 ,控制 反应 条 件 尤 为 需要 ,其 呈 色 作用 易 受 样品 中 碱 性 
杂质 的 影响 ,因此 结果 重 现 性 差 。Kaito 提出 以 异 获 肝 二 盐酸 盐 (INH - 2HC1, HSS RR 
干燥 的 氯化氢 制 得 ) 代 替 异 获 肝 (INH) 作为 试剂 , 则 受 酸 与 异 获 午 比率 改变 的 影响 减少 。 
因此 在 混合 制剂 中 测定 A"-3 酮 省 类 ,用 INH.2HCI 法 比 INH 法 更 为 合适 。 

取 5 毫升 甲醇 试 液 ( 含 A"4-3 酮 当 类 10 一 30 微克 ), 加 5 毫升 0.2% (w/v) INH- 
2HCI 试剂 。(200 毫克 INH.2HCI 加 甲醇 90 毫升 ,加 浓 盐 酸 0.075 毫升 ,加 甲醇 至 100 = 
Ft ima 2 AY. 40°C KB Rin 40 分 钟 ,再 冷却 。 以 试剂 为 空白 ,在 407 毫 微米 处 测 
吸收 值 。 

表 6.3 列 出 一 些 省 酮 与 INH.2HCI 试剂 作用 产物 的 _ za 和 Emax 数据 。 


计算 

INH.2HCI 法 有 两 种 计算 方法 : 

(1) 将 测 得 的 消光 值 除 以 克 分 子 消光 系数 , 乘 以 分 子 量 , 即 为 该 样品 的 含量 。 

(2) 取 标准 激素 甲醇 试 液 ( 浓 度 为 标准 A"4-3 酮 化 类 4 微克 /毫升 ) 5 毫升 , 加 0.2% 
(〈w/v)INH:2HCI 试 液 ( 配 法 同 前 ) 5 毫升 ,反应 时 间 , 条 件 同 前 在 407 毫 微米 处 测 得 消光 
值 。 用 此 值 求 出 每 毫升 样品 中 所 含 的 微克 数 。 
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化 合 物 8 

A'*-3 Mi SA: 

地 塞 米松 407 17,300 

REH 407 16,300 
FEST, 4 18-3, 17 ie 407 14,900 

HES be-1, 4 二 烯 -3，11，17 三 酮 407 15,700, 

17- 羟 基 - 雄 人 当 烷 -1，4 二 烯 -3 AAR AB yt 407 16,200 

17- 二 羟基 - 娠 烷 -1, 4 —K-3,11,20 页 407 17,400 

A‘-3 Mai SA: 

SUCH 380 11,900 


(iS) 380 + 12,400 
* 表 观 克 分 子 消光 系数 
讨论 
具有 痰 基 的 省 类 ,以 弱酸 性 异 欧 肝 试 剂 在 无 水 乙醇 中 均 可 生成 有 院 的 衍生 物 。A'“-3 Aid 
当 类 在 室温 下 约 工 小 时 即 可 定量 反应 ,其 它 当 醇 需 在 长 时 间 放 置 或 加 热 后 方 可 反应 完全 。 
盐酸 在 反应 中 不 仅 起 到 触媒 作用 ， 而 且 还 使 A=3 酮 基 异 获 脏 的 吸收 光谱 发 生 移动 ， 


使 其 酸性 醇 液 具 有 黄色 ,在 380 15 Wh Mee 但 其 i Si ES 
BiH HM He 


=. ia 


2, 4-— AEE IO) 


凡 具 有 仇 酮 结构 的 激素 均 可 用 本 法 作 定量 测定 ， 包括 盆 类 激素 的 药物 原料 和 注射 液 ， 
如 黄体 酮 、 军 ( 当 ) 柄 , 甲 基 亩 (和 当 ) 贾 以 及 可 的 松 `\ 雄 当 酮 等。 


原理 


2，4- 二 硝 基 葵 肝 在 酸性 介质 中 能 与 省 类 激素 上 酮 基 反 应 ,形成 腔 。 在 低温 及 短 时 间 
反应 条 件 下 (20*C, 5 分 钟 )，a、p- 不 饱和 酮 基 可 与 试剂 定量 地 形成 逐 。 而 Cxr 酮 很 少 有 
反应 ,可 的 松 在 此 条 和 件 下 仅 形成 C:- 单 脖 化合物, 但 如 在 60°C, 90 分 钟 加 热 后 ， 则 形成 
C3,Ca- MERE Do 

为 了 比 色 时 呈 色 稳定 , 常 将 灰 黄 色 的 省 类 2, +- CE 上 于 磊 液 中 ， 使 失 
去 质子 变 为 配 式 结构 ,显现 深 红色 。 


O, NO, 
| ; | aft 
De 
灰 黄 色 RA 


a, 8 A AURE ATT RK 2, 4- TAA RA REA RK, AIRC TE 450 毫 微 米 左 
右 , 而 17, 21-— ER -20- AGE ATI AVAL PRAY HE AK. FR KIRILL 495-500 毫 微米 ; 
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而 可 的 松 所 形成 的 双 2, 4-H EDHWEARMK, 介 于 上 述 二 者 之 间 , W455 
BK. HE RARER IRS TE 425—500 毫 微 米 之 间 。 


仪器 和 试剂 


_72 型 分 光 光 度 计 。 
甲醇 (C. P.)， 2, 4-H SEALE CC. P.)s 盐酸 〈A. R. 8 aC (C. P. )， 激素 标准 


操作 步骤 


(1) 精确 量 取 相 当 于 黄体 酮 3.0 毫克 的 注射 液 , 置 于 试管 中 ,加 10 毫升 甲 配 ; 水 心 振 
荡 静 置 数 分 钟 ,吸取 上 层 清 液 ,如 此 反复 .7 一 8 次。 ， 

QQ) 再 加 甲醇 使 体积 为 100 毫 升 , 取 10 毫 升 此 溶液 ， aR RE 25 ‘eit. 

(3) 取 此 稀释 液 1 毫升 (相当 含 黄体 羡 约 12 微克 /毫升 ) 加 2,4-— ABH 1 毫 
克 / 毫 升 甲醇 溶液 )0.5 毫升 。 

(4) 加 1N 盐酸 1 ae ER REA aE 

(5) 4 50°C 加 热 30 分 钟 后 冷却 。 

(6) 加 1 N 氢 氧 化 钾 甲 醇 溶液 5 毫升 ,在 480 毫 微米 波长 中 测定 。 

(7) 为 消除 试剂 的 吸收 , 需 同时 作 空白 校正 

本 法 呈 色 稳定 ,操作 简便 ,回收 率 高 。 

讨论 | 

关于 25 4A Ak ch MAUR WA eR 体积 , 反应 温度 , 加 碱 
量 , 呈 色 后 测定 等 问题 , 现 以 可 的 梳 为 例 讨论 如 下 : ; 

1 BAR — WL 85—90%6 甲醇 为 最 适宜 。 虽 然 无 水 乙醇 能 获得 尚 的 显 色 强 度 , 但 
碱 化 后 生成 的 氧化 钠 在 无 水 乙醇 中 析出 ,从 而 影响 测定 。 

2. 酸 的 流 度 ”实验 表明 随 着 盐酸 浓度 的 增加 ,可 使 显 色 强度 增强 ,直到 1.5N, 再 增 
加 酸度 不 再 增加 显 色 强度 , 且 造 过 份 析出 。 所 以 溶液 的 最 终 酸 度 以 L.45N 盐酸 的 浓度 
为 宜 。 

3. 2，4- 二 硝 基 某 脐 溶液 的 浓度 ， 1 总 区 /这 天 的 酸性 四 本 TH af (0.75— 
1.5 95 /EF+HT). PRRE SERUM RS BIR 1 

4 ABTA BIG LTA BE NSS. AN 0.5 毫升 试 液 和 0.5 毫升 斌 
剂 , 则 便于 稀释 后 读数 。 

5. RRR — 0° 59°C 均 可 ,选用 20°—S9% 可 以 避免 使 用 回流 装置 ;加 热 时 间 
MAHER 2. 小 时 , 随 当 类 不 同 而 异 ,可 的 松 测定 以 采用 59°C, 90 分 钟 为 宣 。 

6 破 重 及 浓度 “以 0.5 毫升 4 V 氢 氧 化 钠 溶液 呈 色 较 好 。 

7. 双色 的 测量 宣 在 加 碱 放置 20 一 30 分 钟 , 证 明 后 ,于 475 毫 微米 处 进行 比 色 测 
四 。 定 ,颜色 在 数 小 时 内 稳定 。 空 白 溶液 显 查 色 ,放置 时 很 慢 褪去 。 


4. 
+ 


DU, vie FAR A — iol: PH az ip C100 


SUR ie A ER] —CH,—CO— S45 (KG, S986 SiR I — EAE RTs fh 
特殊 颜色 ,， 据 此 可 用 比 色 法 进行 定量 测定 。 本 法 在 省 类 中 主要 用 于 17- 当 酮 类 ,也 可 将 
17- 羟 基 当 类 皮质 激素 类 转变 为 17- 当 酮 后 进行 测定 。 在 药典 中 用 于 检查 苯 甲 酸 肉 二 醇 
BoA ERS HE CE) 酮 杂质 ， 以 及 可 的 松 、 氢 化 可 的 松 的 含量 测定 。 临床 上 用 于 尿 液 中 
17- 酮 省 醇 含量 测定 ， 以 诊断 崩 上 腺 皮质 癌 ， 府 丸 间 质 细胞 肿瘤 ， 脑 下 垂体 机 能 紊乱 等 疾 
病 。 


原理 


具有 次 甲 基 酮 一 CH 一 CO 一 结构 的 化 合 物 与 碱 液 间 二 硝 基 葵 呈 色 反 应 〈Zimmermann 
反应 ) 的 机 制 , 兽 有 很 多 文献 进行 讨论 ,归纳 起 来 , 整个 反应 过 程 , 先是 添加 反应 形成 发 色 
团结 构 (Meisenheimer 型 化 合 物 , 1), 其 后 又 发 生 去 氢 ( 氧 化 ) 反 应 ,产生 发 色 团 (IITD); 可 用 
反应 式 阐述 如 下 : 


On 
1 CH, OH 1 CH eS. 
Py ates er 添加 反应 
六 / 
(D 
Vo 
3 
I a 
Pee a ee yor No 一 KX =] 
rae: me 3 yin 1 


ap (IID (Iv) 


TERIA AT OAC EGE A TERRA 〈(I)， 而 后 , 负离子 向 间 二 
硝 基 苯 活性 位 置 作 亲 核 性 攻击 得 到 (ID), 过 剩 的 间 二 硝 基 茶 (〈 作 和 氧化剂) 使 (ID 脱氧 形成 
CID, HA Re RR RA (IV). Corker 认为 当 酮 与 间 二 硝 基 茉 在 酸性 条 件 下 形成 二 
硝 基 化 合 物 ( 黄 色 ), 在 碱 中 呈 紫 红色 。 当 用 氧 氧 化 季 铵 代替 碱 时 , 可 使 反应 有 较 高 产 率 和 
较 低 的 试剂 空白 。 这 种 改进 的 方法 可 测定 0.5 微克 的 Cv MB Cy 省 酮 在 和 “位 有 取代 时 ， 
如 16 羟 基 、 乙 酰基 、 甲 磺 酰 氧 基 《〈《CH; 一 SO 一 0 一 ) 为 负 反 应 ,而 16- 省 -17 当 酮 则 为 例 
外 (在 反应 中 可 消去 HBr) 呈现 出 典型 的 碱 性 间 二 硝 基 茶 呈 色 反应 。 其 反应 速度 较 17- 
省 酮 为 快 。 

一 般 说 来 , 酮 基 邻 位 次 甲 基 〈 一 CH 一 ) 是 阳性 反应 所 必需 的 ,而 且 这 种 活性 基 团 , 罕 
间 上 不 应 受阻 碍 。 因 此 凡 具 有 一 CH: 一 结构 的 Cj, vo 位 上 的 当 酮 均 产生 正 反 应 。. 
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TM fie a 


A‘—3—fid §$§ 38 55 5) — YH AE EH HK hE RA AIRE 380 毫 微米 左右 。 其 
它 Cry 或 Coo 酮 基 省 类 亦 有 此 反应 ,但 其 吸收 峰 有 所 不 同 。 


仪器 和 试剂 


751 型 分 光 光 度 计 、 或 72 型 分 光 光 度 计 。 康 氏 震 荡 器 。 

C1) 10% 氧 氧化 四 甲 基 铵 。 

(2) 氯仿 (G. R.)， 用 前 新 蒸馏 。 

(3) 95% 脱 醛 乙醇 溶液 : 每 1000 毫升 无 水 乙醇 (A. R.) 中 加 5 克 24- 二 硝 基 葵 腊 
和 10 SFR HCl 混 摇 1 一 2 分 钟 放置 过 夜 ,， MAM 2, 4-—MBAAB, BAR 
馏 瓶 内 * 加 和 信 玻璃 珠 10 余 个 ,在 水 浴 锅 上 回流 4 小 时 。 除去 沉淀 ,在 水 浴 上 进行 分 馏 ， F 
去 开始 蒸馏 出 与 最 后 剩余 各 约 100 毫升 左右 部 分 。 馏 速 约 6000 毫升 /小 时 ,分 馏 2 一 3 次 
至 完全 无 色 为 止 。 再 配 成 955 多 Hh CBE. 

(4) 2% 间 二 硝 基 葵 乙醇 溶液 : ”2 克 间 二 硝 基 茶 先 溶 于 少量 无 水 乙醇 中 ,然后 配 成 
100 毫升 溶液 , 贮 于 冰箱 内 备用 。 用 时 稍 加 温 , 使 结晶 溶解 。 当 溶液 变 黄 时 即 不 可 再 用 。 

(5) 5N KOH 溶液 : 称 取 28 克 KOH (G. R.) 用 少量 水 溶解 后 定 溶 至 100 毫升 。 

(6) IN KOH 无 水 乙醇 溶液 和 甲醇 溶液 ,分 别 用 无 水 乙醇 和 甲醇 配制 。 

(7) 标准 溶液 (0.25 毫克 /毫升 ): 精确 称 取 0.25 毫克 的 脱 氨 异 雄 当 酮 或 雄 当 酮 , 溶 
于 1 毫升 无 水 乙醇 中 , 贮 冰箱 内 备用 。 

(8) IN NaOH Wik: 称 取 40 克 NaOH(A. R.)， 先 用 少量 水 溶解 后 定 溶 至 1000 
毫升 。 


操作 步骤 

1. 药物 原料 之 检测 

(1) 茶 甲 酸 肉 二 醇 中 肉 省 酮 的 检查 : 

溶解 0.0025 APR RT 0.5 毫升 含有 1 N 氧 氧化 钊 的 无 水 乙醇 溶液 中 。 加 
2% 间 二 硝 基 茶 无 水 乙醇 溶液 0.2 BH. 25°C 避 光 放置 1 小 时 ,加 10 毫升 无 水 乙醇 。 所 
生成 的 反应 物 有 吸收 绿色 光谱 的 特性 。 其 吸收 强度 不 应 大 于 按 相同 操作 的 以 0.0001 Same 
当 酮 参考 标准 品 所 制备 的 溶液 。 

(2) 烽 肉 醇 中 雌 ( 当 ) 酮 的 检查 : 

溶解 试 样 5 毫克 于 0.5 毫升 甲醇 中 ,加 间 二 硝 基 葵 0.05 克 , 加 新 配制 的 1 V 氢 氧 化 钾 
甲醇 溶液 0.5 毫升 暗 处 放置 1 小 时 。 加 10 毫升 甲醇 ,其 所 呈 颜 色 不 得 深 于 比较 溶液 。 

比较 液 的 配制 ,不 加 试 样 仅 加 试剂 ,其 他 操作 同上 。 

: 省 酮 与 碱 滚 - 间 二 硝 基 葵 呈 红 紫色 (4max 505 毫 微米 左右 。 各 种 当 酮 的 最 天 吸收 茂 长 不 同 )。 过 量 的 间 二 硝 


基 苯 存在 ,使 呈 色 不 稳定 , 当 含 有 水 时 ,颜色 褪去 较 快 。 间 二 硝 基 茶 要 求 分 析 纯 。 如 纯度 不 好 ,空白 呈 茶 褐色 , 使 结果 
判定 困难 。 


(3) 醋酸 可 的 松 与 碱 巷 共 热 的 比 色 测定 : 

“ 取 1T 毫 升 醋酸 可 的 松 甲 醇 溶液 (50 微克 /毫升 ), 置 小 烧 产 中 ,在 水 滩 上 蒸 去 溶剂 。 在 
Bespin A 10% 氧 氧 化 四 甲 基 铵 5 毫升 。 瓶 子 加 塞 轻 加 振 摇 ,然后 去 塞 , 置 70sc KEE 
加 热 35 分 钟 。 

空白 是 取 5 毫升 10 多 氧 氧化 四 甲 基 铵 在 相同 条 件 下 进行 ,冷却 至 室温 。 在 分 光 光 度 


1177 。 


计 上 于 373 SRAKDMER RE. CARE 12 小 时 后 其 吸收 值 不 变 。 在 10 一 30 微 
克 / 毫 升 范围 内 所 呈 颜 色 符合 Beer 定律 。 


表 6.4 某 些 当 类 与 碱 液 共 热 后 的 吸收 光谱 特征 


“ee 物 酮 基 位 置 AK fa t& Amax (TAK) 
醋酸 可 的 松 3, 11, 20 A:+- 不 饱和 373 
黄体 酮 3，20 入 4- 不 饱和 375 
2(8) i 3 和 4- 不 饱和 375 
HEC) — - 芳香 环 a 
HEC SS) 17 芳香 环 a 
去 氢 胆 酸 3, 7, 12 饱 和 a 


a. 在 .350 一 400 毫 微米 区 域 无 最 大 吸收 。 

2. Ria? 17- 酮 省 醇 之 测定 

C1) 尿 样品 收集 : 留 尿 前 两 天 患者 应 停 服 一 切中 西药 。 在 尿 收 集 瓶 内 预先 加 火 5% 
廊 香 草 酚 冰 醋酸 5 毫升 ,收集 24 小 时 尿 。 收 集 瓶 应 置 阴凉 处 ,并 记录 总 尿 量 ， WEA 250 
毫升 置 冰箱 中 保存 。 

(2) 水 解 : 量 取 24 小 时 总 量 的 1/24。( 如 不 足 1000 毫升 者 用 蒸馏 水 补足 至 1000 
毫升 ,总 尿 量 多 于 2400 毫升 者 只 取 100 SH) MA 250 毫升 锥 形 瓶 内 绚 ! 大 浓 硫 酸 10 
升 , 瓶 口 连接 冷凝 器 ,于 电炉 上 加 热 微 沸 ,回流 10 BH. 

(3) 提取 : 量 取 30 毫升 氯仿 ,加 至 水 解 后 的 尿 该 中 , 盖 紧 瓶 塞 , 置 康 氏 震 蔓 器 止 振荡 
提取 30 分 钟 , 静 置 分 层 后 ,用 分 液 漏斗 分 去 上 层 尿 该 。 

(4) 纯化 : 向 氯仿 提取 液 中 加 蒸馏 水 30 SH, 振荡 洗涤 2 分 钟 , 静 置 分 层 后 分 去 上 
面 水 层 。 同 样 重复 操作 一 次 。 加 入 1 N NaOH 溶液 50 毫升 , 振 功 5 分 钟 , 静 置 分 层 后 分 
去 上 层 碱 液 。 再 用 蒸馏 水 30 毫升 洗涤 2 次 (操作 同上 )， ee 4 小 时 ,分 去 水 层 。( 或 用 新 
华 1 号 滤纸 过 滤 除 去 水 分 。) 

(5) 加 样 : 取 2X12 厘米 试管 4 支 , 分 别 标明 测定 空白 \ 测 定 \ 标 准 、 试 剂 空白 。 前 两 
支 分 别 加 入 纯化 提取 洲 各 .2 SHEKEELAT, CHEM 80—85°), 05 SHAH 
冲洗 管 壁 , 再 将 氯仿 蒸 干 。 然 后 各 管 按 下 表 加 样 。 


表 6.5 


管 号 
7K WF PR A $2 RK 
95% 脱 醛 乙 醇 
2% \a\— THEA 
5N KOH 


PRE 


(6) Ba: 将 上 列 各 管 混 匀 后 ,在 25% 恒温 水 浴 内 避 光 保温 1 小 时 ， 取 出 后 向 各 管 
分 别 加 入 80% 乙醇 5 毫升 混 匀 ,在 520 毫 微米 处 ,以 空白 管 为 对 照 进行 比 色 测 定 5 
(7) iB: 
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SSN X 0.05 X 取 用 尿 量 X 2/30 毫克 /24 小 时 尿 


五 、17，21- 二 羟基 皮 ( 作 ) Bi ——#h WG SE HE pep 2.11 13] 


本 法 是 测定 可 的 松 及 有 关 17, 21- 二 羟基 -20 酮 基 当 类 激素 的 专 一 方法 。 常 用 于 生物 
样品 中 肾上腺 皮质 激素 的 测定 。 如 尿 芒 中 17- 羟 皮质 类 固 醇 的 测定 。 National Formulary 
法 可 用 来 测定 地 塞 米 松 磷 酸 钠 冷 霜 , 眼 膏 、 眼 溶 臣 制剂 。 这 些 制剂 经 党 剂 抽 提 了 予 处 理 后 再 
进行 测定 。 


_ 肾 上 腺 皮质 激素 的 17, 21- 二 羟基 -20 酮 基 侧 链 ,在 强酸 催化 下 重 排 , 形成 20, 21- 乙 
二 醛 基 。 然 后 与 苯 腊 形成 21- 单 苯 逐 。 其 结构 为 发 色 团 化 合 物 (HID), MAE (IV). 
重 排 过 程 可 表达 如 下 : 


Ap 
CH,OH - H—C—OH HC=0O HC=0O 

i | 
C 一 O a iN C—OH C 一 O 
Low OH oo | 

» 
| = | 一 一 > | =— 
rd Fi = 
69) (ID 

CH=NHHC,H, CHO C=N—NHC,H, C=—N — NHC,H, 
| 
C 一 O C=N:NHC,H, +C—OH C=N—NHC,H, 


| lene Fy | heen py 
eam 3 oe Bi ox hal 
se 4 f 09) a 
eit) (Iv) (VIII) (Ix) 


FERBRER ALG I AF LSS AR (CVO), BA iEx— + SHR, 
因此 反应 并 不 形成 逐 UX), RA REAR FARE R (IX), ARBRE, 240 
毫 微米 处 具有 吸收 峰 。 

仪器 和 试剂 

1.8 72 型 分 光 光 度 计 。 

2. 药品 的 处 理 “在 测定 尿 液 中 17- 产 皮质 ( 当 ) 醇 时 ,试剂 的 处 理 和 配制 : 

C1) 氧 仿 的 处 理 : 取 2000 毫升 氯仿 (A. R.)， 倒 人 大 型 分 流 漏 斗 中 ， 加 少量 硫酸 
(G. R.)， 振 摇 静 置 片刻 , KK HSO, B, 重复 三 次 至 HSO, 无 色 为 止 。 用 1N NaOH 
洗涤 三 次 ,直至 pH 接近 中 性 ,然后 用 水 洗 一 次 。( 注 意 HSO, 最 重 , 其 次 氯仿 ,再 次 水 ,以 
REA.) BSA IM K.CO; 或 CuCl, 脱水 使 呈 澄 清 ,然后 再 在 80° LEAKE 
中 蒸馏 弃 去 头 尾 备用 。 注 : 回收 氯仿 不 必用 HSO, 洗 , 直接 用 IN NaOH 洗 ， 再 用 水 洗 
至 中 性 ,同上 蒸馏 即 可 用 。 

(2) TET Rie: 市 售 正 丁 醇 用 50%HSO, 调节 至 pH = 1 (10 BF /80 毫升 ) 每 
500 毫升 正 丁 醇 加 盐酸 葵 肝 100 毫克 ,加 热 60"C，42 分 钟 , 再 用 维 格 氏 分 馏 器 分 馏 , 收集 
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117—118% 正 丁 醇 备用 。 

(3) 盐酸 茶 肝 重 结晶 : Brea (Cc. P.) 20 克 加 无 水 乙醇 直至 完全 溶解 ,用 水 
WA, Rw 60° (Ae 1500 毫升 乙醇 ) 溶 解 后 乙醇 呈 淡 黄色 ,然后 加 塞 , 放 人 冰箱 重 
结晶 ,用 水 和 泵 抽 王 ,或 用 滤纸 过 滤 , 装 人 棕色 瓶 。 放 在 干燥 器 内 备用 。 

(4) FARR: 取 甲 醇 (A. R.) 500 毫升 加 2, 4- 二 硝 基 葵 肝 500 SH. HARE, 
过 沽 ,蒸馏 ,去 其 头 尾 。 收 集 沸 点 64.5% 的 部 份 。 BAAR © 

3 试剂 配制 

- (1) 25% HSO,, 

(2) 5N KOH, 

(3) 1:10 正 丁 醇 氯 仿 溶液 。 

(4) 56% HSO,: 1 毫升 HO 加 1.27 毫升 HSO,, 

(5) PRAIA: 精确 称 取 65 SRR MA 100 毫升 55%H;SO, BR. eH 
完全 溶解 。(H2SO, 必须 用 G. R.， 否 则 空白 很 高 ; 瑟 alia 

(6) AB (C. P.)。 

(7) =A Pt (Cc. P.). 

(8) BERH (C. P.)。 

(9) BRB KDR: 

针剂 分 装 ,国产 氢化 可 的 松 5 毫克 /毫升 , 取 0.5 SHA 25 毫克 ) 加 精制 甲醇 5s 
升 为 100 微克 /毫升 ,然后 吸 0.2 BH (20 微克) 分 装 。 


操作 步骤 


1. GAB WR WE 1 毫升 省 类 甲醇 溶液 〈1 一 25 微克 ), 加 8 SHARMA 
BA. [65 毫克 盐酸 茶 肝 在 100 SH 56% 稀 硫 酸 中 临时 新 鲜 配 制 ] 在 6OC+IC 加 
热 20 分 钟 , 在 流水 下 冷却 3 分 钟 。 以 甲醇 -硫酸 混合 流 为 对 照 , 在 410 毫 微米 处 进行 测 


定 , 得 吸收 值  *。 为 了 消除 其 它 物 质 遇 硫酸 所 呈 色 的 干扰 , 另 取 一 份 试 品 ; 仅 加 酸 而 不 加 


Ait, Mb FBI] FMA RUC bo 
按 同 上 方法 测定 含有 20 微克 的 标准 品 , 分 别 得 吸收 值 为 :， 


计算 : 样品 含量 (微克 ) 一 了 一 x 20 


在 此 条 件 下 , 仅 具 有 17,21- 二 羟基 -20 酮 侧 链 的 省 类 如 可 的 松 ， 再 酸 可 的 松 ,17- 状 去 
氧 皮 ( 当 7) 酮 栈 酸 酯 ` 地 塞 米 松 等 ,与 葵 肝 和 硫酸 反应 ,在 410 SRK DARI. mE 


2 (i A HEC SO. REGRESS BRE SA. 但 其 最 大 吸收 在 波长 460 一 480 毫 微米 


Xho 

2. 省 类 药物 制剂 的 测定 (以 冷 霜 为 例 , 其 余 亦 同 ) 

(1) 标准 品 制备 : 精确 称 取 120 毫克 地 塞 米 松 磷酸 钠 参考 标准 品 ( 相 当 于 地 塞 米 
松 磷酸 酯 100 BH). BT 100 毫升 容量 瓶 中 , 溶 于 水 ,稀释 至 .100 毫升 混 匀 。 取 此 深入 
10 毫升 , 置 100 毫升 容量 瓶 中 ,用 水 稀释 至 100 SHED. 

(2) 样品 制备 : 由 于 冷 霜 `\ 油 膏 中 的 一 些 基质 常会 使 比 色 混 浊 而 影响 测定 ,需要 预 
先进 行 溶剂 提取 。 
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精确 称 取 部 分 地 塞 米 松 磷酸 钠 冷 霜 ，( 约 相当 于 1 毫克 地 塞 米 松 磷酸 酯 ) 置 于 含有 约 
7 毫升 氧化 钠 溶 液 (1: 10) 的 小 分 液 漏 斗 中 加 25 毫升 二 氯 甲 烷 , 摇 动 1 OR EA ROR, 
静 置 至 二 和 氧 甲 烷 分 层 , 弃 去 。 再 用 二 和 氧 甲 烷 提 取 * 再 弃 去 。 将 水 层 置 于 10 毫升 容量 瓶 中 ， 
用 2 毫升 水 洗涤 分 液 漏斗 ;将 洗 液 加 入 容量 瓶 中 ,用 水 稀释 到 10 毫升 。 

(3) 测定 步骤 : 吸取 标准 品 ,样品 液 及 水 各 2 毫升 分 置 于 带 塞 试 答 中 。 在 各 试管 中 加 
A i PERC HARA 5S 毫升 。( 由 40 毫升 水 60 毫升 硫酸 , 50 毫升 异 丙 醇 和 65 毫克 盐 
RAVES A). MEBF 60° KE 2 小 时 ,冷却 后 用 分 光 光 度 计 在 410 毫 微米 处 测 
定 各 溶液 的 吸收 值 。 以 试剂 为 空白 ,标准 液 吸 收 值 为 AS， 样 品 液 吸收 值 为 AU。 

由 公式 : 100 微克 X 0.9184 X (AU/AS) 计算 所 取 供 试 部 分 冷 霜 中 所 含 的 地 塞 米松 
磷酸 酯 的 毫克 数 。0.9184 为 地 塞 米 松 磷酸 钠 换算 为 地 塞 米 松 磷 酸 酯 的 因素 。 

3. 尿 液 中 17, 21- 二 凑 基 皮 人 省 醇 的 测定 

C1) 尿 样品 的 收集 : 同 尿 中 17- 酮 省 醇 之 测定 , 见 第 178 页 。 

(2) 提取 :， 取 尿 液 3 毫升 于 50 SHARIA, WM (NH)SO, 42%, BA 50% 
HSO, 调 至 pH2 一 3。 加 1:10 ETMAGK 24 毫升 , 用 力 振 摇 5 分 钟 。 倒 人 大 试管 离 
心 沉淀 ,用 毛细 管 吸 去 上 层 废 液 。 

(3) 硫酸 提取 显 色 : 取 6 支 磨 口 离心 管 分 别 编号 按 下 表 加 样 : 


管 号 
TET SAK CEH) 
抽 提 该 (毫升 ) 
56%H SO, (毫升 ) 
RAHA CEH) 
PREM (EF) 


MERE 5 OF. 然后 离心 沉淀 。 将 各 管 之 硫酸 层 吸 人 另 一 组 对 应 编号 的 干净 试管 
中 , 60°C 水 浴 中 保温 42 SH BARKER. ERK 410 毫 微米 处 ,以 A 管 调 零点 , 读 
Hy OD 值 : 

(4) 计算 : 


PQWEM) — £ (24%) — BRASH), guy x pie o-arere etiam 
ee CGress) —aGthize) eR RRR EE 


注意 : IETM.AG. RRA ARADB ADEA. 氯仿 用 后 保留 ,回收 后 重复 
使 用 。D 管 OD 值 不 宜 超过 0.01。 正 丁 醇 、 氧 仿 提取 该 离心 沉淀 时 , 小 心 防 破 ， 如 有 破损 
需 彻底 掠 净 , 以 免 污 染 下 次 实验 。 


六 、“- 醇 酮 基 一 一 高 碘 酸 氧化 反应 法 口交 


本 法 可 测定 药物 原料 中 微量 的 骨 上 腺 皮质 激素 


原理 


利用 高 看 酸 钾 作 氧化 剂 , 将 e- 醇 酮 基 的 Co-Cyn 的 键 打开 ,21- 羟 甲 基 以 甲醛 形式 放 
出 ,此 甲醛 与 变色 酸 反应 呈现 颜色 , 借以 进行 比 色 测 定 。 多 余 的 氧化 剂 ,， 可 用 亚硫酸钠 除 
Bo PM Crpzr 二 产 基 -20- 酮 基 可 利用 高 碘 酸 盐 氧 化 产生 甲醛 。 


CH,OH COOH 
| 1Oz ee 
cot 2 ucnoei hur 


oH 
其 甲醛 在 硫酸 介质 中 与 变色 酸 作用 ,生成 紫色 化 合 物 ， 根据 溶 小 颜色 深浅 ， 用 紫外 分 
光 光 度 计 比 色 测 定 其 含量 。 
| atic 03H ‘See 
eS =. ay 
2 once + HCHO 125% Hee) atin Geis + H,O 
HO-< y, 4 HO-< > < -oa 

AsojH \so,H so,H 7% 

SO,H SORS SOsH SO.H 
PR o ee H,SO, Pokaan oir ro 
Ho-k > So DY 9_ >-OH 

SO,H SO,H so,H SOH 


比 色 液 显 色 稳定 ,放置 16 小 时 不 变 , 能 测定 含 甲 醛 量 100ppm 以 上 的 药物 ， 灵 敏 度 较 
好 。 

具有 潜在 甲醛 的 省 类 均 可 用 本 法 比 色 测定 。 甲醛 与 变色 酸 呈 色 后 ， 其 吸收 曲线 上 有 
三 个 峰值 , 即 380、480 及 570 毫 微米 。 但 480 毫 微米 处 仅 为 其 他 二 个 峰值 之 半 5 又 因 忆 醛 
与 试剂 所 呈 色 的 最 大 吸收 在 400 毫 微米 ,所 以 多 选择 在 570 毫 微米 左右 处 ,测定 甲醛 与 试 
剂 旦 色 的 吸收 值 。 


仪器 和 试剂 


(1) 72 .型 分 光 光 度 计 。 

(2) 0.001M 高 碘 酸 钾 溶 液 : 0.001M 在 0.3N 硫酸 中 。 

(3) BABAR: 500 毫克 变色 酸 结晶 颗粒 溶 于 4 毫升 水 中 ，4 % 贮存 。 临 用 前 用 
0.4 毫升 稀释 至 10 ZF. 

(4) 10% 亚硫酸钠 水 溶液 。 

(5) 冰 栈 酸 (A. R.)。 

(6) 相应 的 激素 标准 品 。 


操作 步骤 


取 和 干燥 的 试 品 (2 一 30 微克 ) 和 标准 品 (2 一 20 微克 ) 适 量 , 分 别 以 0.1 SH TBE 
解 。 加 0.4 毫升 高 碘 酸 钾 溶 液 ,室温 放置 45 分 钟 。 加 0.1 毫升 10% 亚硫酸钠 水 溶液 及 
1.0 毫升 变色 酸 溶液 置 沸水 浴 中 30 分 钟 , 冷却 在 560 毫 微米 处 测 其 吸收 值 《 与 试剂 空白 
作对 照 ), 这 样 由 标准 品 已 知 量 , 可 计算 出 试 样 的 含量 。 
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试 样 含量 (微克 数 ) = — X 标准 品 含量 (微克 数 ) 
As 为 试 样 在 560nm 处 的 吸收 值 
Boo 为 标准 品 在 560nm 处 的 吸收 值 


__ 试 样 含量 (微克 数 ) 
试 衬 合 量 百 分 获 ~ 取 用 试 样 重量 (微克 数 ) X 100 儿 


七 、“- 醇 酮 基 一 四 氨 唑 盐 反应 法 14,3,.13,1 


本 法 用 于 肾上腺 皮质 激素 药物 原料 中 总 当 类 含量 的 测定 。 


FB LR RBA, Cv fir LAME oR (—CHOH—CO—) 结构 ， 具 有 还 原 性 
io 碱 性 四 氮 唑 盐 可 被 性 醇 酮 基 还 原 为 相应 带 色 的 甲 膀 〈Fomazane)， 所 生成 的 颜色 
(〈 红 \ 紫 \ 蓝 ) 随 所 用 试剂 不 同 而 异 。 | 


sF [H] N—N—R 
R—C i r—c@ 
Mets [O] N 一 N 一 R 
N=N—R 


Be fs RA A AE A: 
C1) 2, 3, S=REALO AA SA  TPTZ; TIC) TPTZ CRBRAGE RK 
为 近 于 无 色 的 针 状 结晶 , 遇 光 变 黄 , 溶 于 水 \ 醇 、 丙 酮 , 不 溶 于 醚 。 其 还 原 产 物 为 不 溶 于 水 
的 深 红 色 三 茶 甲 膀 , 最 高 吸收 在 490 毫 微米 处 , 故 称 红 四 氮 哗 。 
(2) BAAY (HSH BT), 3, 3 -TARR-W-4, 4-3, 5- 二 茶 基 ) 氯 化 四 氮 唑 ,为 
柠檬 黄色 结晶 , 易 溶 于 甲醇 、 乙 醇 、 氧 仿 , 微 溶 于 水 , 不 溶 于 栈 酸 乙 酯 \ 丙 酮 \ 乙 酸 。 还 原 电 


位 约 为 一 0.08 伏 , 还 原 产物 为 暗 蓝 色 的 双 甲 膳 ,最 高 吸收 波长 在 525 毫 微米 。 


结构 式 : 
ES 
1 N 一 入 一 
Caer ab ern 
= wea? > 
N~_ 7 rapa 
Cl- CTPTZ; TTC) 
C,H, C,H 
N 
na 2 
ee —< p— cl- (BT.) 
H,Co Nocu, 
仪器 和 试剂 


(1) 72 BOXXET. 
(2) 无 水 乙醇 (AR.)。 
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(3) 05% 三 葵 氧 化 四 氮 唑 的 乙醇 溶液 。 

(4) 氧 氧化 四 甲 基 铵 的 乙醇 溶液 : hie 10% 氧 氧 化 四 甲 基 铵 水 溶液 1 毫升 加 9 
毫升 无 水 乙醇 

(5) 标准 液 的 制备 : 精密 称 取 在 105°C 烘 干 至 恒 重 的 氧化 可 的 松 20 毫 克 , 置 于 1000 
毫升 容量 瓶 中 ,加 无 水 乙醇 溶解 ,并 稀释 到 刻度 , 摇 匀 。 精 密 量 取 溶液 10 毫升 置 于 100 毫 
升 容量 瓶 中 加 无 水 乙醇 稀释 到 刻度 摇 匀 。 每 毫升 中 含 氢 化 可 的 松 0.02 毫克 。 

《6) 供 试 溶液 制备 : 精密 称 取样 品 适 量 ( 约 相当 于 氧化 可 的 松 10 毫克 ), 加 无 水 乙醇 


30 毫升 , 置 水 滩 上 加 热 使 融化 ,并 时 时 搅拌 ,用 冰 水 冷却 后 过 滤 。 滤 该 置 SHER. 


未 溶解 的 样品 再 用 无 水 乙醇 重复 提取 三 次 , 每 次 用 无 水 乙醇 20 毫升 , 加 无 水 乙醇 黎 释 到 
刻度 , 摇 匀 。 精 密 量 取 溶 10 毫升 , 置 50 毫升 的 量 瓶 中 ,加 无 水 乙醇 至 刻度 HD. 


操作 步骤 


精确 量 取 标准 液 与 供 试 液 各 10 毫升 ;分 别 置 带 塞 比 色 管 中 , 另 取 无 水 乙醇 10 毫升 作 
空白 , 先 各 加 0.5 狗 三 葵 氧 化 四 氮 唑 的 无 水 乙醇 溶液 1 毫升 , 摇 匀 。 再 各 加 氢 氧 化 四 甲 基 镑 
的 乙醇 溶液 1 毫升 , 摇 匀 ,在 25°C 暗 处 放置 40 一 45 分 钟 , 在 485 SACK MEH OD 值 。 

计算 


Re any “a -样品 OD es _ 
tent om 0.02 x REE ODe 


AEF] RR EA HE ABR. ARR C ATA. Bee 
A 去 氨 氢 化 可 的 松 , 环 成 烷 丙 酸 氢化 可 的 松 , 环 成 烷 丙 酸 A EAA. AREA 
BS SAS Ue. 


原理 


省 类 酯 类 可 以 与 碱 性 产 胺 反应 ， 转 变 为 羟 肝 酸 。 再 与 高 铁 离 子 在 酸性 中 络 合 形成 紫 
色 , 最 大 吸收 在 530 毫 微米 处 , 呈 色 强度 正比 于 其 当 类 浓度 。 
OH- 1 
RCOOR’ + NH,OH ——> R 一 C 一 NHOH + R'OB 


O 
(H*] 


1 1 
R—C—NHOH + =; Fet? ——>R Sa ie + Ht 
| 
Oo Oo 
Nope /34 


仪器 和 试剂 


(1) 72 型 分 光 光 度 计 。 
(2) 无 水 乙醇 〈A. R.)。 
(3) PREPARA: 等 体积 12.5% RBA 125% 氢 氧 化 钠 混合 ,除去 不 溶 的 旭 
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eres se 


化 钠 , 在 使 用 前 4 小 时 配制 。 

(4) 高 氯 酸 铁 试 液 : 800 毫克 铁 粉 加 水 3 毫升 混 匀 在 烧杯 中 , 逐渐 滴 加 入 10 毫升 
70% 高 氧 酸 和 ?7 毫升 水 , 用 无 水 乙醇 稀释 至 100 SHAKER. Mike KISH REE 
1 升 的 容量 瓶 中 ,加 入 12 毫 升 高 氧 酸 , 然 后 用 无 水 乙醇 稀释 到 1 升 。 溶 沪 铁 离子 浓度 约 为 
0.0057M， 高 氯 酸 浓度 约 为 0.16M。 

《5) 标准 溶液 : 当 类 酯 类 标准 品 配 成 1 毫克 /毫升 的 无 水 乙醇 液 。 


操作 步骤 


精确 称 取 一 定量 的 试 品 ( 约 含 46 一 60 毫克 当 类 酯 类 ), 移 置 于 50 毫升 容量 瓶 中 ,以 无 
水 乙醇 溶解 并 稀释 至 30 毫升 , 制 成 约 0.005M 浓度 的 试 样 溶液 。 

取 5 毫升 试 样 溶液 置 于 50 毫升 容量 瓶 中 ,加 3 毫升 碱 性 羟 胺 试剂 ,放置 室温 反应 (时 
间 按 所 测定 省 类 酯 类 的 特性 而 定 , 从 10 一 60 分 钟 )。 反 应 结束 时 ,溶液 用 高 氧 酸 铁 试 液 稀 
释 至 40 毫升 。 避 光 放置 10 分 钟 后 , 溶液 再 用 高 氧 酸 铁 试 液 稀释 至 50 毫升 。 充分 混合 
后 在 530 毫 微米 处 测 其 吸收 值 。 

取 标 准 液 3 毫升 及 5 毫升 , 各 置 于 50 毫升 容量 瓶 中 ,3 毫升 标准 液 瓶 中 加 入 2 毫升 
无 水 乙醇 , 按 上 述 方法 ,同时 进行 测定 。 


计算 


a Asso X-100 
试 样 中 省 类 酯 类 的 百 分 含量 God 


AM: 

Asx 为 试 品 在 530 毫 微米 处 的 吸收 值 。 

Qn 为 1 毫克 /毫升 标准 液 的 吸收 值 。 

C 为 每 毫升 试 样 波 中 的 毫克 数 。 

讨论 | 

各 种 省 类 酯 类 与 凑 肝 酸 反应 速率 快慢 不 一 ,例如 醋酸 氢化 可 的 松 , 酷 酸 A’ 去 氧 氢化 
可 的 松 在 5 分钟 内 即 反应 完全 。 而 二 者 的 环 成 烷 丙 酸 酯 则 需 20 一 30 分 钟 反应 完全 。 环 
成 烷 丙 酸 罕 ( 当 ) 酮 在 室温 即使 放置 100 分 钟 也 不 能 反应 完全 ， 但 在 50°C 时 50 分 钟 即 可 
完成 。 

所 形成 的 颜色 ,在 530 毫 微米 处 有 最 大 吸收 ,在 避 光 情况 下 ,至少 1 小 时 内 是 稳定 的 ， 
REX 0—0.01M 范围 内 符合 Beer 定律 ,吸收 值 A330 sal 0—1.0, 

本 法 快速 准确 , 精确 度 高 , FBR 99%, REN + 14%, RAGBKE 
构 的 省 类 无 干扰 ,但 可 形成 产 肝 酸 的 化 合 物 。 如 内 酯 类 ;, 酸 栈 类 、\ 酰 所 和 亚 胺 呈 阳 性 反应 。 
其 次 高 浓度 的 痰 基 和 能 与 铁 离子 (Fett) 络 合 的 离子 可 影响 呈 色 强度 ,应 加 避免 。 


九 、 峻 激素 一 一 铁 - 酚 试 放 反应 法 吓 121 
原理 
铁 - 酚 试 剂 ( 也 称 铁 - 柯 柏 试剂 ), 与 肉 激 素 的 芳香 环 羟基 有 呈 色 反应 。 其 呈 色 与 激素 
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浓度 成 正比 ,可 用 比 色 法 进行 定量 测定 。 为 了 消除 空白 液 棕 色 本 底 影 响 SR AS 
溶 该 都 在 520 毫 微米 及 420 毫 微米 处 测定 其 吸收 值 ,然后 计算 含量 。 


仪器 和 试剂 


(1) 72 型 分 光 光度 计 。 

(2) SEE (AL Rio 

(3) 70% 乙醇。 

(4) # (A. R.)。 

(5) 3076 BRR ANE He 0 

(6) 30% (v/v) 硫酸 淤 液 。 

(7) 铁 - 酚 试剂 的 配制 : 

溶解 1.054 FURR BEF 20 毫升 水 中 , 加 硫酸 1 毫升 和 30 多 过 氧化 氢 1 毫升) 混 
合 ,加 热 至 沸腾 后 停止 。 加 硫酸 稀释 到 50 毫升 ,冷却 后 再 加 硫酸 ,使 成 100 毫升 ?备用 5 

重新 蒸馏 酚 ( 弃 去 开始 的 10% 与 最 后 的 5%), WHA FFB A 
带 有 玻 塞 的 烧瓶 中 , 注意 防滑 , 置 玻 塞 瓶 于 冰 浴 使 酚 凝 结 ,以 玻 棒 蕉 破 顶部 ; 甘 碎 ,保证 全 
部 结晶 , 干燥 \ 称 重 。 加 相当 于 1.13 倍 酚 重 量 的 铁 -硫酸 溶液 ,加 塞 放置 ; ABA, 时 加 
摇 习 ,直至 酚 液化 。 剧 烈 振 摇 直 至 混 匀 , 放 置 暗 处 16 一 24 小 时 ,在 混合 物 中 加 入 甚 重量 为 
23.5% 的 硫酸 和 水 (100:110v/v) 配 成 的 溶液 ,充分 混合 ,转移 到 一 干燥 带 塞 瓶 中 , 贮 于 罚 
处 ,防止 吸 潮 , 可 保持 三 个 月 的 稳定 。 


操作 步骤 


1. 样品 和 标准 液 的 配制 

C1) 样品 液 配 制 精确 量 取 相 当 于 0.002 一 0.010 克 葵 甲酸 雌 二 醇 体积 的 油 溶液 ， 
FRA 20 毫升 异 辛 烷 的 容量 瓶 中 ， 加 蜡 辛 烷 至 50 毫升 ， 充分 混合 精确 吸取 相当 于 
0.001 5a 75 A ee — A LIRA RT 125 2 FSS SI ce , FS HERBS PS 30 毫升 。 

(2) bre EC fil 精确 称 取 0.01 克 葵 甲酸 肉 二 醇 (国际 化 学 参考 标准 品 ) 溶 乎 少量 


的 葵 中 ,加 蜡 辛 烷 使 成 50 AEF He BI 5S 毫升 ,于 盛 有 25 padi 125 ion 


分 液 漏 斗 中 。 

2. 将 上 述 各 分 液 漏斗 中 的 内 容 物 分 别 进 行 如 下 处 理 

C1) 70% CB 40 毫升 ,剧烈 振 摇 2 分 钟 , 再 静 置 至 完全 分 层 ,分 出 ee 
— BAL 20 毫升 异 辛 烷 的 分 液 漏斗 中 , 振 摇 1 OB CREF 400 毫升 烧杯 
中 ,同样 重复 用 乙醇 提取 5 次 ,每 次 15 毫升 , 合并 提取 波 于 400 毫升 烧杯 中 , RAF be 
溶液 。 在 乙醇 合并 液 中 加 30 碳酸 钠 溶液 5 毫升 , 加 碳化 硅 几 小 片 或 几 粒 小 玻璃 珠 ; 在 
水 浴 上 缓 缓 煮沸 , 蒸 去 乙醇 至 10 一 20 BH, 冷却 后 转移 到 分 液 漏斗 中 。 以 20 毫升 10 多 
氢 氧 化 钠 试 小 洗 涤 烧 杯 , 以 水 数 次 冲洗 烧杯 ,每 次 2 毫升 ,使 完全 转移 到 上 述 分 液 漏 斗 中 ， 
再 以 异 辛 烷 30 毫升 冲洗 烧杯 , 倒 人 分 滚 漏 斗 , 振 摇 2 分 钟 。 分 取 碱 液 层 于 另 一 分 沪 漏 斗 
A 中 。 

(2) 10% AA MAREK 10 毫升 提取 蜡 辛 烷 两 次 ,合并 至 分 液 漏斗 A 中 ， 用 冷 
却 的 30 多 (v/v) 硫酸 液 酸 化 混合 的 碱 沪 ， 至 呈 明 显 酸性 ,充分 冷却 , 加 20 BT A te 
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RE 人 ie -ww 


2 分 钟 。( 如 5 BINA RIS -M IE RIRIIY RTARMI) 
KEE AWE: Bch GES A 中 ;再 在 B 中 加 莱 提 取 两 次 , 每 次 20 毫升 , 弃 去 水 
=P 
©) AED IRSA 中 和 分 液 漏斗 3 中 ,分别 连 续 以 30% BERNER, 每 次 5 
毫升 ,随后 用 水 洗涤 两 次 ,每 次 5 毫升 。 最 后 一次 的 水 洗涤 液 尽 可 能 自 苯 层 分 出 。 倾 出 分 
液 漏斗 A 的 苯 提取 液 于 一 干燥 的 100 毫升 瞩 杯 中 ,加 类 约克 无 水 硫酸 钠 ,并 旋 扬 至 苯 层 
完全 变 清 ,倾泻 茶 液 于 50 毫升 干燥 容量 瓶 中 , 切 缴 便 人 硫酸 钠 。 以 分 液 漏斗 B 的 苯 提 取 
液 , 冲 洗 分 液 漏斗 A, 并 使 某 在 硫酸 钠 上 澄清 , 加 入 到 容量 瓶 中 。 用 革 洗 分 液 漏斗 和 烧杯 
两 次 ,每 次 4 毫升 , 以 硫酸 钠 使 洗 液 澄清 , 证 清 后 也 加 到 容量 瓶 中 , 加 适量 苯 , 使 成 50 毫 
F(R MCHA AE 5 分 钟 后 , 若 有 轻微 混浊 ,而 界面 很 清晰 不 影响 实验 。) 

(4) 精确 分 取 相 当 于 含 约 0.00004 REAR BN ABRKM HD, BT 18 毫米 X 
150 毫米 干燥 试管 ， 加 几 片 碳化 硅 或 几 粒 小 玻璃 珠 ， 在 水 浴 上 藻 发 溶剂 (不 用 空气 流 歇 
干 ), 直 至 沸腾 刚好 在 碳化 硅 片 上 停止 。 立 即 移 去 试管 ,很 快 控 干 置 于 真空 干燥 器 中 , 减 压 
干燥 1 小 时 。 
11 G) 在 各 管 及 空白 管 加 一 玻璃 珠 , 向 每 管 中 用 滴定 管 加 1 毫升 铁 - 酚 试 剂 , 每 次 加 斌 
剂 前 很 快 用 吸水 纸 擦 注定 管 的 外 端 ,注定 管 的 活塞 用 铁 - 酚 试 剂 润滑 。 (防止 润滑 油 的 二 
扰 )。1 毫升 试 液 在 30 秘 或 更 少时 间 内 放出 ,立即 用 橡皮 指 套 肾 塞 ,剧烈 振 扬 试 管 5 分 钟 ， 
试管 置 于 沸水 浴 中 30 分 钟 , 在 开始 5 分 钟 振动 各 管 数秒 钟 。 置 试管 于 冰 洽 2 分 钟 , 然后 
移出 ,由 注定 管 准确 加 入 4 毫升 硫酸 溶液 。( 小 心地 加 35 倍 体积 硫酸 于 65 入 体积 水 中 他 
成 。) 放 置 5 分 钟 , 先 缓 缓 然后 激烈 振 摇 使 其 充分 混合 ,以 空白 作为 对 照 ; 在 525 毫 微米 和 
420 毫 微米 测定 样品 和 标准 液 的 吸收 值 。 (420 毫 微米 的 吸收 值 为 铁 - 酚 试剂 的 棕色 本 
底 。) 迪 

计算 | 

7 ici pod ye Ass BEBOP 二 Ace BERK REE /2 
cee eee ee hs HWCRIRE — Ans BROIEL 
注 :本 法 所 用 分 液 漏 半 的 活塞 , 除 以 水 润滑 外 ,不 用 其 他 润滑 剂 


| 十: RR CSF ECE) =F (1) = —Brown 测定 法 ba 


ACE FAT alse RP EC AS A HEC SS HE SS BPA AS TBR LAE O 


仪器 和 试剂 


(1) 72 BA XH It 

(2) BAC (A. R.)。 

(3) 石油 醚 4A. R.)， 沸 点 40°—60T. 
(4) A (A. R.) BRIA KA 

(5) 无 水 乙醇 : 需 经 脱 醛 处 理 。 


1) 无 水 乙醇 脱 醛 处 理 : 将 无 水 乙醇 2000 毫升 放 人 容量 为 3000 毫升 的 试剂 瓶 中 ,加 2，4- 二 硝 基 茶 腹 10 iD 
后 ,加 浓 盐 酸 20 毫升 ,放置 24 NDE KERB WR 4 小 时 ,分 馏 二 次 , 取 沸点 78—78.5°C. 
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(6) 硼酸 粉 (C. P.)。 

(7) 硫酸 二 甲 酯 (A. R.) BA 188°C, BR. 

《硫酸 二 甲 酯 的 蒸气 有 毒 ,不 能 直接 用 口 吸 , 用 吸 球 吸取 ,并 在 通风 概 内 进行 )。 

(8) pH10.5 浓 碳 酸 盐 溶液 : 将 20%(w/v) NaOH (C.P.) 50 毫升 加 到 100 毫 升 的 
838%(w/v) NaHCO(C. P.) 溶液 中 ,混合 即 成 。 

(9) 层 析 用 氧化 铝 (A. R.) 中 性 、 粒 度 范 围 100 一 150 Bo 加 水 调整 活性 至 特定 标 
准 。 

(10) 30%H,0,, 

(11) HSO; (G: REDS 

(12) 显 色 剂 : HOM) = MEANY 10 SAMA 500 BI 76% (v/v) RO HE 
《和 当 ) 酮 显 色 剂 为 10 克 氢 配 溶 于 500 SH 66%(v/v) HRD. MR H=B Panes 
级 纯 的 浓 硫 酸 380 毫升 加 到 经 过 重 蒸 处 理 的 燕 馏 水 120 毫升 中 ,冷却 ,再 加 永 至 500 SH 
刻度 ,最 后 加 入 氢 醒 10 克 , 加 温 助 溶 。 冷 却 后 倒 人 棕色 瓶 内 贮存 , 放置 24 水 时 后 才能 应 
filo 

(13) BRAS: HERA SEIZE (10 毫克 /100 毫升 )， 精 确 称 量 纯 结 晶 瞧 激素 或 它们 的 
SLM 10 毫克 , 溶 于 无 水 乙醇 中 , 制 成 100 毫升 溶液 。 用 时 将 贮存 液 用 无 永 乙醇 稀释 为 
10 微克 /100 BH. (#4 下 贮存 液 可 长 期 保存 )。 


操作 步骤 


流程 见 表 5.7 

1. 样品 收集 ” 24 小 时 尿 , 不 加 防腐 剂 ,记录 尿 量 , 如 其 尿 量 少 于 1200 毫升 , 则 需 加 
ZR TB ZK AL Eo ) 

2. 水 解 和 初步 提取 

(1) 取 尿 200 毫升 , 置 500 毫升 圆 底 烧 瓶 中 , HmAB. RRB 30 毫升 ,继续 者 
HE 60 分 钟 冷却 。 对 

(2) 倒 人 500 毫升 分 液 漏 斗 中 ,先后 用 乙醚 200 BF, 100 毫升 ，100 毫升 提取 三 次 。 

(3) 合并 乙醚 提取 该 ,加 pH10.5 浓 碳 酸 盐 溶液 80 毫升 洗涤 , 振 摇 后 弃 去 碱 疲 。 

(4) 加 8%NaOH 20 毫升 ,用 力 振 摇 100 次 ,随即 加 8%NaHCO; 80 BH, ADK 
4% 100 次 。 将 NaOH-NaHCO; 液 层 弃 去 。 

(5) 用 8%NaHCO; 20 毫升 洗涤 一 次 。 

(6) 用 水 10 毫升 洗 一 次 。 尽 可 能 将 水 去 尽 。 

(7) % CBRE RR AF RAY 500 毫升 圆 底 烧 瓶 中 ,水 浴 蒸 干 。 

(8) 趁 热 加 无 水 乙醇 1 毫升 ,以 溶解 残 秸 , 即 得 乙醇 初 提 物 溶液 

3. 第 三 次 提取 和 和 皂 化 

(1) BA 25 毫升 将 上 述 乙醇 初 提 物 溶液 转移 到 已 加 有 石油 栈 25 毫升 的 分 液 漏 斗 
中 。 

(2) 用 2X25 毫 升水 提取 出 葵 - 石 油 醚 溶液 中 的 肉 三 醇 部 分 。 将 提取 液 置 于 一 个 100 
毫升 圆 底 烧瓶 中 ,加 40 匈 NaOH 5 毫升 。 

(3) 用 1.0%NaOH 2 X 25 毫升 提取 葵 - 石 油 醚 溶 该 中 的 肉 酮 - 肉 二 醇 部 分 。 将 提 
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取 滚 置 于 另 一 个 100 .毫升 圆 底 烧 瓶 中 ;加 40%NaOH'3 毫升 

(4) SD EWES AB 30 分 钟 ,冷却 ,各 加 人 6 克 NaHCO; 溶解 s 

(5) 分 别 转 和 人 150 毫升 或 250 毫升 的 分 液 漏 斗 中 ,并 分 别处 理 : 

a. 含 肉 三 醇 的 碱 液 用 乙醚 50 毫升 提取 一 次 ， 将 下 层 碱 液 弃 去 ， 再 用 16 锡 NaOH 
2※ 切 毫升 提取 出 乙醚 层 中 的 峻 三 醇 。 将 水 层 提 取 液 放大 加 有 硼酸 .0.9 克 的 带 塞 100 毫 
升 三 角 烧 瓶 中 。 

b. 含 肉 酮 - 肉 二 醇 的 碱 液 ; 用 葵 25 毫升 提取 一 次 , 弃 去 碱 液 层 后 , 用 5 毫升 水 洗涤 ， 
弃 去 水 液 层 ,加 入 五 油 醚 25 SI AGB lo” BAe 2«25 毫升 提取 , 将 水 层 提 取 
液 放 和 人 含有 硼酸 0.9 克 的 带 塞 了 00 毫升 三 角 烧 瓶 中 | 

4. 甲 基 化 和 甲 基 化 只 激素 的 提取 

(1) 向 以 上 两 瓶 各 加 硫酸 开 甲 酯 并 毫升 ;加 塞 " 置 37%c 恒温 水 浴 中 ， ADRs oe 
酸 与 硫酸 二 甲 酯 完全 溶解 ,再 于 水 浴 中 放置 15-30 分 钟 9 

(2) 再 次 各 加 疲 酸 二 甲 酯 1 毫升 和 209 SAL 2 BH, 振 摇 至 全 溶 ,继续 在 水 浴 
市 放置 半 小 时 4 或 在 室温 过 夜 。 

(3) 在 已 冷却 的 两 瓶 中 ,各 加 20%NaOH 10 SFM 30% 1,0, 3 2.5 毫升 ;以 氧化 杂 
质 。 
4) 将 了 惧 二 两 混合 液 分 别 倒 信 分 液 漏 斗 中 ; FFE 25 SHER = A, 以 石油 醚 
25 毫升 提取 肉 酮 及 肉 二 醇 甲 醋 。 

(5) 分 别 以 水 2X5 毫升 ; 注 涤 提取 液 , 最 后 尽量 除去 水 份 。 

5. 柱 层 析 ““ 层 析 柱 的 内 径 为 1 一 12 AAS PSHE BEBE RA Eo 

0) 崔 三 醇 部 分 :人 

a 将 水 饱和 苯 倒 人 层 析 柱 ,加 入 ALOs 2 克 搅 匀 装 柱 。 
Sb. SERIE 

c. 用 含有 1.4% 乙醇 的 苯 12 毫升 洗 脱 杂质 。 

d. 用 含有 2.5% CRAVE 15 毫升 洗 脱 肉 三 醇 甲 醚 ， 收集 于 天 试管 中 。 

(2) 雌 酮 - 肉 二 醇 部 分 : 

a. HKHMEARMAA BH, S ALO; 938K. 

bj 将 含 肉 酮 = 肉 二 和 醇 的 石油 醚 提取 物 过 柱 。| 

ic 25% 沫 -- 石 油 醚 12 毫升 洗 脱 素质 5 

d. FH 40% 葵 - 石 油 醚 16 毫升 洗 脱 肉 酮 甲 醚 ,收集 于 大 试管 中 。 

ec. 用 40% E12 毫升 洗 脱 肉 二 醇 甲 醚 收集 于 大 试管 中 。 

6. Be” 

(1) 于 各 收集 管 及 空白 管 中 ， 各 加 2% 气 配 -乙醇 溶液 0.2 毫升 ,水 浴 减 压 抽 于 ,移出 
TKS FE Nro ; 

(2) 分 别 加 入 相应 的 显 色 剂 3 毫升 。 

(3) 将 各 管 置 于 沸水 浴 中 20D. BHRE ARSE RA. MAR 6 DAR 
4 — Ro 
1) 显 色 : 不 同 厂 号 的 硫酸 和 和 氢 本 对 显 色 剂 的 影响 很 大 ， 有 时 标准 物 的 显 色 液 会 产生 低 的 OD, 通过 调整 硫酸 

浓度 和 显 色 时 间 , 可 以 提高 OD 值 。 显 色 时 所 用 蒸馏 水 应 预 重 蒸 处 理 。 
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(4) 冷却 ( 置 冷水 中 5 一 10 DSO MiKo MEM BAD 1.0 毫升 , 雌 酮 管 加 :0.5 毫升 
雌 二 醇 管 加 0.2 毫升 
《5) 置 沸水 洽 中 10 分 钟 ,冷却 。 


7; 比 色 
用 分 光 光 度 计 在 下 列 三 个 波长 测 得 OD 值 。( 比 色 时 以 相应 处 理 的 试剂 空白 作为 
零 。) 
峻 三 醇 。480 毫 微米 516 BACK 552 BACK 
峻 酮 “480 毫 微米 516 BACK 552 BACK 4 
峻 二 醇 ”480 BACK 518 BACK ，556 毫 微米 ， 
8. 计算 


i = HEA OD 校正 值 一 2 X ODsig — CODigng + OD552) 

WE — BE OD 校正 值 = 2 X ODsy — COD + ODs5,) . at 

根据 校正 值 ， 查 标准 线 , 得 出 2000S RSMAS. ARE Oh 
尿 量 计算 24 小 时 尿 中 的 雌 激素 量 。 如 果 标 准 物 系 峻 激素 甲 醚 ,结果 应 为 .0.955 CHE 
激素 与 肉 激 素 甲醛 的 分 子 量 比值 为 0.95)。 

9. 叭 激素 标准 曲线 的 绘制 

(1) 配制 雌 二 醇 ， 叭 柄 和 肉 三 醇 标准 液 。 浓 度 分 别 为 每 毫升 无 水 乙醇 中 含 标 准 物 10 
微克 ,5 微克 , 2.5 微克 。 

(2) RERS ER 1 毫升 ,分 别 置 100 毫升 磨 口 锥 形 瓶 中 。 2) ‘ 

(3) 六 向 各 含 标准 物 的 锥 形 瓶 中 加 硼酸 ,0.9 FE, 1.6%NaOH 50 BHD. 

(4) 以 下 进行 甲 基 化 、 层 析 显 色 及 比 色 计算 。 同 测定 样品 操作 过程。 ( 详 见 Be F 
4 一 8 部 分 。) 

(5) 每 种 标准 物 , 每 种 浓度 分 做 三 份 测定 , 取 平 均值 ， aC aE 以 
OD 值 为 纵 座 标 ,绘制 标 准 线 。 


ee ee ee ee ee a 


讨论 
WER ER = RO Bae. 可 了 解 孕 龄 妇女 的 排卵 状况 王 一 般 排 卵 前 后 
BRD ie = BS SIA 30 一 40 微克 /24 小 时 尿 ; 雌 酮 高 峰 达 20 一 30 GE /24 小 时 尿 。 WE 
二 醇 高 峰 达 10 一 20 微克 /24 小 时 尿 。 怀孕 后 肉 激素 含量 可 越 来 越 高 5 - 雌 三 醇 最 高 达 
10,000 微克 /24 小 时 尿 以 上 5 

若 尿 中 雌 激 素 测定 无 高 峰 出 现 , 说 明 卵 梨 机 能 不 正常 。 

一 般 采 用 隔日 测定 一 次 。 


十 一 、 尿 中 孕 (省 ) 二 醇 一 一 Kiopper 测定 法 2 


仪器 和 试剂 


(1) 72 型 分 光 光 度 计 。 
(2) SE: (A. R.) 重 蒸 处 理 。 
(3) #: (A. R.) 重 蒸 处 理 。 “| 
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(4) AyhRk: wee 40-—-60°C, 重 蒸 处 理 。 
(5) 氧化 乙酰 : FA CR 2000 BAH, Mo ARR 140 SHC winwie) 
放置 24 ND ES Ae eR 50—54°C 部 分 。 

: (6) 无 水 乙醇 : (A. R.) ABD FES BAR, 

(7) 氧化 铝 : 层 析 用 , 中 性 , 粒度 范围 100 一 150 Bo I ok A AT 
第 一 次 层 析 用 Brockmann —%,8— YR BMA Brockmann POR. | 

(8) & 25%NaCl AY 1 NNaOH 溶液 : 将 氯 化 钠 250 Fl % 1000 HET 以 
IN NaOH 溶 解 ,并 加 至 1000 SHABBY. | 

(9) & 4%KMnO, 的 IN NaOH 溶液 : 可 接 需 要 量 临时 本 用 。 

(10) 乙醇 / 苯 洗 脱 液 : 按 YA 为 基础 配制 


操作 步骤 


1. 样品 收集 收集 24 cE RR 不 加 防腐 剂 ute 

2 水 解 提 取 :” Bet 

C1) 取 24 小 时 尿 量 的 1/40, 用 蒸馏 水 稀释 至 75 毫升 ， ey 250. 0 SF; HOMES, 
dn RA 25 毫升 ， BR Si OR mv HC!) 7.5 iL, 继续 煮沸 10 分 钟 , 取 下 ，, 冷水 冷 
却 至 室温 。 

《2) 将 水 解 后 的 尿 液 倒 人 250 毫升 分 液 漏斗 中 ， 振荡 3 分 钟 ， DERE, sane, 
BWMRREH MARA 25 毫升 再 次 提取 。 

(3) Ft AAR GEIL IR 加 含有 25 % NaCl AY IN NaOH ¥% si 12! 5 5 HIRD 1 45 ah, 
BH 3 DSH. 

3. ym AY, 

(1) R&A 4%KMn0. 的 1N NaOH 溶液 25 SAMBA 振荡 10 分 名 at 
A FF CKMnO,) 层 弃 去 。 

(2) 葵 层 用 蒸馏 水 5X25 毫升 洗涤 至 无 色 。 ey ens H 

(3) 将 葵 液 通过 滤纸 (新 华 1 508 A TiS AS) BO A | 

4. 第 一 次 层 析 

C1) 取 长 12 厘米 ;内 径 为 3.0 厘米 的 层 析 柱 ， DL BET MARA RIEAT | 

(2) 以 水 饱和 共和 AIO, 3 HAIER 

(3) 茶 提 取 液 过 柱 。 

(4) 用 含有 0.8 % CR 25 ET HEB ae 

(5) 用 含有 3% CMW 12 毫升 洗 脱 孕 二 醇 ， 收集 于 大 试管 中 。 

注意 : 层 析 时 洗 脱 流 的 用 量 , 应 根据 活性 情况 予以 增 减 。 

(6) SURREAL RETF. 

5. 乙酰 化 

C1) RA 2 SHARIA 

(2) 加 氧化 乙酰 2 毫升 加 盖 , 在 室温 放置 1 小 时 以 上 。 

(3) 用 石油 醚 25 毫升 ,将 内 容 物 转移 到 150 毫升 分 液 漏 斗 中 。 

(4) 用 50 毫升 水 洗 , 弃 去 水 液 。 
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(5) 用 8%NaHCO, 25 毫升 洗 , 弃 去 水 液 s 
(6) FR.2 x 25 毫升 水 洗 , 最 后 尽 可 能 将 水 放 尽 。 
6. 第 二 次 层林 
(1) 用 水 饱和 石油 醚 与 3 克 AlOi READIES >) 
(2) 石油 醚 提取 液 过 柱 。 5) 
(3) E15 毫升 洗 柱 , 将 洗 脱 液 ( 含 孕 二 醇 ) 收 集 于 大 试管 中 。 | 

A) TB RIERA 7 3) 

72% ‘RRS STARRA. Be kieh 5 OSH. “SHOR ， 
8.1% © ERE 430 BACKER OD 值 ;以 HSO: 空白 管 作为 对 照 。 = (0 
9. 制作 标准 曲线 ” 取 十 支 试管 编号 ,分 别 加 不 同 浓度 的 标准 波江 毫 薄 (每 毫升 无 水 

乙醇 溶液 中 ， 分 别 含 孕 二 醇 标准 物 0.025 毫克 、0.05 毫克 、0.1 毫克 、0.2 BH, 0.3 SH) 

每 种 浓度 均 作 双 份 。 水 浴 减 压 蒸 干 。 经 乙酰 化 , 层 析 , 显 色 , 比 色 各 步 又 ， op 于 


mt 
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flo WGK RE BO) LAR WOOD 值 为 纵 座 标 绘制 标准 曲线 8 Pere ; 
10. 计算 ”根据 测 得 的 OD A. 对 照 标准 线 查 出 孕 二 醇 的 毫克 数 ， wR 40, BN 

24 NAIR ETE IER =a. 25 rT tes a) . 
Se 30 4 } 
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当 某 些 酶 要 表现 出 活性 ;需要 一 种 专 一 的 辅酶 参与 酶 反应 。 许多 酶 ,特别 是 不 需 氧 的 脱 
AWG EERO. 往往 都 需要 辅酶 。 在 酶 的 催化 反应 中 , 辅酶 常 接受 由 作用 物 分 子 上 脱 下 
来 的 原子 . 志 矛 或 某 种 基 团 ;或 供给 作用 物 分 子 以 上 述 物质 : 

酶 蛋白 和 辅酶 分 别 单独 存在 ,都 没有 催化 作用 ;互相 结 合成 全 酶 才 具 有 活性 。 两 者 的 
结合 有 一 定 的 质 和 量 的 关系 5 辅酶 不 中 ,即使 有 大 量 酶 蛋白 存在 ,组 成 全 酶 的 总 量 少 ; 酶 活 
性 也 不 完 圣 表现。 辅酶 与 酶 蛋白 下 仅 在 量 上 有 一 定 的 比例 ,而且 在 种 类 的 配合 上 一般 也 
是 特定 的 。 辅 酶 的 测定 就 是 利用 这 一 特点 。 选 择 特定 的 酶 系统 ,在 是 够 的 酶 蛋白 存在 下 1 
辅酶 浓度 从 低 到 高 35 测定 酶 的 活力 与 轴 酶 浓度 成 直线 关系 "根据 酶 所 表现 的 活力 计算 辅酶 
含量 。 

本 章 介绍 了 辅酶 [、 还 原型 辅酶 [、 辅 酶 II[、 还 原型 辅酶 II[、 黄 素 腺 嘎 叭 三 炉 兰 酸 、 硫 
胺 素 焦 磷酸 、 磷 酸 吡 哆 醇 、 磷 酸 吡 哆 胺 和 辅酶 A 的 测定 。 种 类 和 方法 的 选择 立足 于 国内 已 
经 使 用 者 ,适用 于 辅酶 类 试剂 的 测定 。 


一 、 辅 酶 I—— BE St 
. 原理 


Pea ES BAR Nicotinamide adenine dinucleotide 又 称 辅 酶 ICNAD*t, NAD, 
Col 或 DPN). FMF: 


H a 
(Gy 
XQ > AS 
HC cC—CONH, c N 
| vain: 
BE. ed he sa 3 Hu 
al re) Oo 
N | | Noe Ny 
| CH,—O—P—O-—-P—-O— 2 
| | 
O O 


C,,H,N,O,,P, = 663.44 
辅酶 1 Ak CAS RSE aR) NADH 而 进行 测定 。 
CRE + NAD tte ADH + 乙 醛 十 Ht 
此 友 应 的 平衡 常数 有 利于 NADH 氧化 为 NAD*; it, 需 调 节 pH #4 9—10, 并 
采用 较 高 浓度 的 乙醇 (但 要 注意 过 浓 会 引起 酶 活力 下 降 六 才能 使 NAD+ 超 还 厌 反 应 


氧化 型 的 辅酶 在 260 毫 微米 有 一 个 强 吸收 峰 ， 而 还 原型 的 则 除了 在 260 RE AOR AIK 
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收 峰 外 ,在 340 毫 微米 处 出 现 一 个 新 的 吸收 高 峰 。 因 此 , 可 以 通过 在 340 毫 微米 波长 下 光 
吸收 的 增加 来 测定 辅酶 I 的 含量 。 


试剂 大 


1. 醇 脱 氢 酶 (ADH) 的 制备 新鲜 面包 酵母 在 阴 处 吹 千 。 200 克 和 干 的 面包 酵母 粉 
加 600 毫升 0.066M 磷酸 氢 二 钠 ，37%@ 缓慢 搅拌 坯 术 时 ,室温 继续 搅拌 3 小 时 ,离心 3000 
转 /分 ,15 分 钟 ,上 清 被 迅速 热 至 55%C ,维持 15 分 钟 , 立 即 冷 至 0"c, 离心 4000 转 / 分 ,5 分 
Bo 主 清 液 每 100 毫升 缓慢 加 入 55 毫升 二 15" 丙 酮 ,使 酶 始终 保持 一 28G 堪 看 ( 盐 永 浴 )， 
O°c 离心 ,4000 /57, 10 分 钟 。 上 清 液 再 按 第 一 次 体积 每 100 毫升 加 冷 丙酮 55 SH. 
0°C 离心 4000 转 /分 ，10 DH. 沉淀 物 悬浮 在 50 毫升 水 中 ,对 冷 蒸馏 水 透析 3—4 AY, 
离心 除去 白色 沉淀 。 上 清 液 每 100 毫升 加 固体 硫酸 匀 36 5, OCC EB F/M. Bis 4000 
#6/5) 5 30 分 钟 ; 沉 淀 物 溶 解 于 10 毫升 蒸馏 水 ,小 瓶 分 装 ,低温 保存 备用 。 

2. 0.5M 乙醇 一 0.1M Tris 深 液 pH10) 4.6 克 无 水 五 醇 加 2 克 三 产 甲 基 氮 基 甲 
烷 , 最 后 加 蒸馏 水 稀 释 至 .200 BF. HB fd th 2 

3.4 i NAD+ ik 10 Sr ARRKAeMK 1 S/S. 


操作 步骤 6k UTE} 7 = 
按 下 列 步 又 加 大 : es: 
空白 样品 , HE FH hp aS 
乙醇 -Tris ie 0.4 毫升 C4 毫升 
NADt 样品 溶液 -一 0.2 毫升 
ek 2.5 EH. 2.3 BH 


醇 脱 氢 酶 溶液 0.1 BF 0.1 毫升 ih. 
在 1 厘米 光 径 的 比 色 杯 中 ， 紫 外 分 光 光 度 计 先 读 取 加 醇 脱 氢 酶 前 的 340 SERIE 
度 值 ,为 Eo: INAS IER 340 毫 微米 的 光 密 度 值 , 直 到 读数 不 再 升 高 为 业 ? 为 j 讶 击 


qd je lod 


计算 
AOD5 和 5 = CE, — Eo)ea — (Ei — 已 o)sa | : 
AODs9 X 稀释 倍数 as y tae 
NAD+ % = ——} oe Be X EX ee 10 
比 色 杯 光 径 x 克 分 子 消 光 系 数 样品 浓度 
DDoS 一 
一 Ty 6.22 10? X 663.44 X =e X_100% 
— AOD3:0 xX 15x 663.44 xX 100% 
6.22 X 10? 
讨论 


(1) 上任 磷 酸 盐 能 与 抑制 醇 脱 氢 酶 的 重金 属 离子 结合 * 因 此 0.5M 乙醇 -02M] Tris 溶液 
也 可 用 0.5M 已 醇 -0.4M Sep ech At CS 
(2) 由 于 反应 平衡 不 利于 ENAD” WAR, At pH 值 及 乙醇 的 浓度 是 正确 测定 的 重 


e194. 


二 、 还 原型 辅酶 ISL ED 


原理 
还 原型 获 酰 胺 腺 咕 叭 二 核 苷 酸 人 还 原型 NAD, 或 NADH + Ht),4>FRUF: 
aa 汪 下 人 让 Fe 
| | 
了 aon 
C ¢—CONH, N . Co—N 
1 ve | 1 1 
下 ro) O ms 
=o r py pate «4: bak A : w/a 
. poe SH | fe) 
3 INA HY 
ott | Peo} eg 
OH OH 


Ci HzN;O .P,-Ba+4H,O = 872.99 
CHzyNIOLP: .Na 4H2O = 781.48 


还 原型 辅酶 ! 可 被 丙酮 酸 盐 与 乳酸 脱氧 酶 定量 地 氧化 为 辅酶 I 而 加 以 测定 之 。 
乳酸 脱 气 酶 
NADH + H5 + 丙酮 酸 盐 ——= NAD+ + 乳酸 


工 忆 此 反应 的 平衡 常数 有 利于 形成 NAD*, 只 要 有 稍微 过 量 的 底 物 ，NADH 就 可 以 定 
量 地 氧化 。 通 过 在 340nm 波长 下 光 吸 收 的 减少 来 测定 NADH 的 含量 。 


试剂 


1. BHA (LDH) 的 制备 取 兔 腿 或 背 肌 500 克 , 热 碎 后 , 用 1 倍 体积 水 抽 提 
10 分 钟 ,过 滤 , 清 液 加 固体 硫酸 铵 到 0.52 饱和 度 , 边 加 边 搅 拌 ,放置 , 过 滤 或 离心 , 清 液 加 
硫酸 铵 到 07 饱和 度 ; 离 心 &000 44/455 20—30 3} SH, HAF 15 毫升 水 , 对 0.03M 乙 二 
胺 四 忆 酸 溶液 透析 (pH7.4， 每 升 含 0.372 克 乙 二 胺 四 乙酸 二 钠 盐 ), 清 液 冷 冻 干 燥 5 

乳酸 脱氧 酶 溶液 : 于 述 制 得 乳酸 脱 氢 酶 干粉 10 毫克 溶解 于 1 毫升 蒸馏 水 中 。 

2. 0.05M pH7.5 Tris 3K 6.06 克 三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷 溶 解 于 25 毫升 蒸馏 水 ， 加 
40 毫升 0.1V 盐酸 ,最 后 稀释 到 100 毫升 。 

3. MRA 110 毫克 丙酮 酸 钠 溶解 于 20 毫升 蒸馏 水 中 。 

4. 还 原型 NAD # BMH 

NADH: Na,:4H,O——#r By 10 毫克 盗 解 于 :10 毫升 蒸馏 水 中 。 

NADH- Ba: 4H,O——#K Hy 10 毫克 溶解 于 10 毫升 蒸馏 水 中 ,加 少量 无 水 硫酸 钠 , 离 心 
ERB MITE A 


操作 步骤 


RE WA RIM A: 
Ze 1 BUR SERERS LE EH, AOS) ESE BEIT FE AY ABU AY 340 毫 微米 的 光 密 度 ,为 
Eos TMSDi aR EM 340 毫 微米 的 光 密 度 * 直 至 读数 基本 不 变 为止 ; 为 Ero 


"95 


Tris 组 冲 液 (0.05M, pH7.5) 


2.0 Ft 


AMMAR 0.1 毫升 
还 原型 NAD Fak 0.2 毫升 ?Fi 
蒸馏 水 0.6 毫升 


FURS Ht AMG SK 


计算 
AOD3«, = (Ey — Eves — (Eo 一 :五 ie 
ODsy X fae ER 
还 原型 NAD% = ——AVDw X MATE _y woe x —1 _ x 100% 
比 色 杯 光 径 x 克 分 子 消 光 系 数 样品 RE 
NADH-Ba-4H,0O% = AOD3u X 872.99 * 15 x 100% 
6.22 X 10? 
NADH: Na,-4H,O0% = AODo X 781.48 X 15 x 100% 
6.22 * 和 05 
讨论 


肌肉 乳酸 脱氧 酶 亦 能 与 还 原型 辅酶 工 起 反应 * 在 ,pH7.8 条 和 件 下 还 原型 辅酶 I 的 氧化 
速度 大 约 比 还 原型 辅酶 开 快 2000 倍 * 所 以 通过 pH ay a 乓 和 的 干 
扰 。 


= ‘ae II 一 一 葡 糖 -6- 磷 酸 脱 氢 酶 法 尸 3] lett Fer 


原理 


区 酰胺 腺 味 叭 二 核 苷 酸 磷酸 又 称 辅酶 Il (NADPt, NADP, TPN 或 Cl) 5 983 
分 子 式 为 : 


H NH, 
} | 
RW, FOR Me 
G C—CONH, N C—-N 
tied 7% Mepal Beg 
中 CH oO O HC Cc CH 
¢ 
\ Ge to! QA 
CH,—O-P 
| 


C,,H,s0,,N,P; = 743.4 


NADP 可 通过 葡 糖 -6- 磷 酸 脱氧 酶 (G-6-PD) 催化 还 原 为 NADPH 而 加 以 测定 。 
葡 糖 -6- 磷 酸 脱氧 酶 
荷 糖 酸 --6- 磷 酸 + NADPH + Ht+ 


葡 糖 -6- 磷 酸 - 十 NADP+ 


~ 196-6 


a 。- 


此 反应 的 平衡 常数 有 利于 NADP+ 的 定量 还 原 , 因而 可 根据 产生 的 NADPH, BIE 
340 毫 微米 波长 下 , 光 吸 收 的 增加 来 测定 辅酶 O A 


试剂 


1 WEO-RRRAR AS 新鲜 啤酒 酵母 滤 干 , 摊 在 阴凉 处 次 干 。400 HAY 
啤酒 酵母 粉 ,加 1.2 Ft 0.1M 碳酸 氢 钠 , 40°C 搅拌 5 小 时 , 离心 5500 转 /分 ,30 分 钟 ,得 清 
WH) 700 毫升 。 | 

酶 液 加 3 倍 体积 0.1M 碳酸 氢 钠 , IA AERP 0.55 饱和 度 , 冷 处 放置 几 小 时 后 
离心 , 5500 转 / 分 ,30 分 钟 ,收集 清 液 ,再 加 入 固体 硫酸 铵 至 0.8 饱和 度 , 放 置 ,离心 , 5500 
#: /4y > 30 5) Sh, MME FAK YS BI 400 毫升 。 

每 Ti4 SFL RERE In 85 ETM IR(.6 克 干 重 )。 0° 搅拌 5 DSH RIE 
#2» FA 216 毫升 0.1M pH7.5 BRAHRERBR Bd KEAK, AA AMBREITIE.K 
集 0.5 到 0.7 饱和 度 部 分 ,用 少量 水 溶解 ,冷冻 保存 备用 。 

磷酸 钙 凝 胶 制 备 150 毫升 氧化 钙 溶 液 (132 克 CaCl,-6H,0/1000 毫升 ) 用 水 稀释 至 1600 毫升 , 用 150 SF 


磷酸 钠 溶液 (152 克 NasPO,-I2H:O/1000 毫升 ) 摇 动 ,混合 物 用 稀 栈 酸 调 到 pH7.4, 沉淀 用 大 量 水 倾 泌 法 洗涤 多 次 ， 
最 后 用 蒸馏 水 洗涤 ,离心 得 约 9 RARER, WHR. 


2. 葡 糖 -6- 磷 酸 脱 氧 酶 溶液 用 半 述 方法 制 得 的 酶 流 , 用 已 知 含量 的 辅酶 工 测 定 。 

3.0.1M AMAR 

4. BS-O-R BAK «©——-«G-6-P-Na,-3H,O 100 毫克 溶解 于 10 毫升 蒸馏 水 中 。 或 
G-6-P-Ba:7H,0.150 毫克 深 于 10 SF pH2 的 水 ,用 无 水 硫酸 钠 去 负 离 子 , 离 心 , 清 液 备 用 。 

5.1M, pH8.0 Tris 缓冲 液 12:12 HERRERA AAS 25 毫升 蒸馏 水 加 27.5 
毫升 2V 盐酸 稀释 到 100 SH. 

6. 样品 NADP* 3% 10 毫克 .NADP+ 样品 溶 于 10 ,毫升 蒸馏 水 。 


操作 步骤 
试剂 Pitan A 对 1 as 白 tt Bi 
Tris 缓冲 滚 | 0.5 毫升 0.5 SH 
氧化 镁 溶液 0.2 毫升 0.2 BH 
葡 糖 -6- 磷 酸 钠 溶 液 0.1 毫升 0.1 毫升 
NADP+ 样品 溶液 一 0.2 毫升 
蒸馏 水 2.1 £F 1.9 毫升 
葡 糖 -6- 磷 酸 脱 氢 酶 . 0.1 毫升 0.1 毫升 


在 工 理 米 光 径 的 比 色 杯 中 ,紫外 分 光 光 度 计 先 读 取 加 酶 前 的 340 毫 微米 的 光 密 度 ,为 
Eos DRESS. R 340 毫 微米 的 光 密 度 , 直 到 读数 簿 升 高 为 止 ; 为 王 Te 
计算 
AODs, = (E, — Eghes — (Ei —*Edass 


NADP+ b= AOD x0 x 稀释 倍数 = 1 
2 一 志和 色 标 光 径 X 克 分 子 消光 系数 久 分 了 量 X 补品 浓度 


x 100% 
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AOD; X 2 


1 
Sime Nee 


_ AOD X 15 X 743.4 


6.22 X 10° phos 


还 原型 辅酶 5 WP 法 四 


原理 


还 原型 芒 酰 胺 腺 顺 叭 二 核 音 酸 磷酸 。 又 称 还 原 辅酶 工 。( 还 原型 NADP, NADPH 十 
Ht) 分 子 式 为 。 


NH, - 

Hi | 
one aon 
C  C—CONH, N  C——N 
1 I | ll | e 
os O O HC’ 3) oy aes 
i Was a | 1 TAN 

| CH,—O— P-O 47? 30--G8. 
| | Oo 

/ OH OHN| o- OH 

fe) 


C,fH,,.N;0,;P3;Ba, = 1015 
C,,Hzs5N;O,;P,;Na, = 832. 


NADPH 76 CAH tH RAE EBSA PE BRE EY Re AC 
I, 


NADPH + Ht + ORS TT ee ice 


此 反应 的 平衡 常数 有 利于 形成 NADP+。 通过 在 340 毫 微米 波长 下 光 吸 收 的 减少 来 
测定 NADPH 的 含量 。 


试剂 

LGREKLABKA AS FRE 40%c 以 下 烘 过 或 者 晒 干 后 用 石 磨 磨 成 粉 ， 
200g 现 豆 粉 溶 于 2000 毫升 pH6.7, 0.1M 磷酸 缓冲 液 抽 提 ,用 冰冷 却 ， 搅拌 抽 提 4 小 时 
后 离心 , 5000 转 / 分 ,30 分 钟 , 弃 沉 淀 。 

THURS 1000 毫升 加 243 克 硫 酸 铵 到 40% 饱和 ;放置 10 分 钟 , 离 心 , 奔 沉淀 。 

AUK 4S 1000 毫升 加 63 Fe Me eB) 50% THAN, OC 放置 过 夜 ,离心 收集 沉淀 ,测定 时 
Fu /> Bt it BEY T 7K 6 

2. pH6.7, 0.1M Rye «BR 15.6 克 NaH,PO,-H,O 和 12.36 克 Na,HPO,: 
2H,O 加 水 加 热 使 咨 , 用 水 稀释 至 2000- 毫 升 s 

3.NADPH.Nai BK 工 毫 克 溶 解 于 2 SFR KH 

NADPH -Ba,: 称 工 毫克 溶解 于 2 毫升 蒸馏 水 中 ,加 少量 无 水 硫酸 钠 , 离 心 除去 硫酸 锦 
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沉淀 即 可 。 m4 
4.0.1M SRT R30 毫克 溶解 于 0.6 毫升 蒸馏 水 中 。 


操作 步骤 
按 下 列 步 骤 加 人: 

步 | mR 样 总 
0.1M Bt tik: 0.1 毫升 
0.1MpH7.5 Tris 缓冲 液 : 2.4 
还 原型 NADP 祥 品 液 0.4 
SHE RRAB: 0.1 


#1 BORE BML IH, BOSE RT ETERUIMASAT AY 340 毫 微米 的 光 密 度 为 
Eo, MSR GER 340 毫 微米 的 光 密 度 , 直 至 读数 不 再 降低 为 止 ,为 Es. 


计算 
a 7 AOD = (Ey 一 Eves — (2a 一 Eves 
AOD yo X 稀释 倍数 1 
还 原型 NADP% = ————38 SX OT BX - x 100% 
比 色 杯 光 径 X 克 分 子 消光 系数 样品 浓度 
NADPH" Na, % = AODw % 832 X Dy 19% 
6.22 x 16 
NADPH -:Ba,% = AODy9 X 1015 X 15 x 100% 
6.22° iO" 
E, HEM — eo em” 
原理 
RARER RHR (FAD), 分 子 式 为 : 
_ _— OH OH 
1 rons 
C4, Yo =p =p 65 =th, 
| | | 
HOCH 0 Oo HC 
| 
HOCH aad FAD-(NH,),:2H,O = 855.5 
aes ope 
Hub Ze 
| | 
oe S/n ANS BA Ny 
; | , co HC : CH 
| | 
到 NH Rost -—N 
= 已 ke 
dou 


利用 FAD 在 450 SM AKADERKEETeeWME. 
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操作 步骤 到 
称 取 10 毫克 FAD-(NH,),:2H,O 样品 以 0.1M 磷酸 缓冲 液 (pH7.0) WH, M022 
升 稀释 到 10 BH, 450 毫 微米 读 取 光 密度 值 , 以 0.1M 磷酸 缓冲 液 作 对 照 。 
计算 
AOD,s9 
克 分 子 消光 系数 
we AOD 59 
Tins X10? 


FAD: (NH,);-2H,0% = xX FFE X 1 x meee 


xX £55.35 X = X 100% 


六 、 硫 胺 素 焦 磷 酸 一 APE MERGE . 


原理 


Rak PR Hit (TPP), 又 称 辅 羧 酶 〈cocarboxylase)， 分 子 式 为 : ~ “里 
es chy 4 ied 

N C —CH,—+N—c—CH, O Oo (C,,H1yN,O,P,S)*Cl- = 460.78 

] | We 

CS 一 C CH—NH,; HC C —CH,CH,O— p 一 DO 一 P 一 OH C,,,H:,5N,0,P;S-2H,O = 461 © 


Vise ig: 
N S on 


OH 
Fil A TRAE 245 BACKER AW Se. RETA. 
操作 步骤 


1. 纸 层 术 50 一 100 AGH. His 
深 齐 系统“ 正 丁 醇 : 异 成 醇 :水 : 异 丁 酸 :28 色 氨水 一 7.2:2.5:7.5:12:0.2。 
R: 值 为: 


硫 胺 素 单 磷酸 硫 胺 素 焦 磷酸 
(TMP) (TDP 3% TPP) 


0.45, 0.2 
0.4 0.1 


2. SE ”” 称 取 10 毫克 样品 溶 于 10 毫升 蒸馏 水 ,, 取 0.40 毫升 样品 加 19.60 毫 
Ft pH4.5 的 0.05M 醋酸 缓冲 液 , 在 245 毫 微米 以 缓冲 液 作 对 照 读 取 光 密度 值 。CI- 型 克 
分 子 消光 系数 一 12.9 x 10°, 
_ AODys X 461,.X 50 
amt 12.9 X 10° 


(含量 > 90% SK, 100°C BA FRM Bk ~8%) 


X 100% 


AC. WER BER TSAI RE 


原理 
fale ASI WS HE (2-methyl-3—hydroxy—4—hydroxymethyl-5—pyridylmethylphosphoric acid)。 分 
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子 式 为 : 
ALemoron C,H,,0,NP = 249 N:5.62%, P:12.499〈 计 算 值 ) 
4 bed gai, 7 
利用 磷酸 吡 哆 醇 在 290 毫 微米 的 光 吸 收 值 进 行 含 量 测 定 , 以 及 纸 层 析 进 行 纯度 鉴定 。 


操作 步骤 

1. KET 深 剂 系统 ”上 板 丁 醇 :水 :89% AM (70:15:15), 

R; 值 为 0.47 一 0.52 (文献 值 )。 

2. 紫外 吸收 配制 成 40 一 44 微克 /毫升 ,在 1 厘米 光 径 的 石英 杯 中 测定 。 

波长 am 克 分 子 消 光 系 数 En KBR MOR AB 

290 8700 0.1NHCI 
253 3700 0.1M pH7 磷酸 盐 缓冲 液 
325 7400 0.1MpH7 磷酸 


3. ASW 10.0 毫克 样品 溶 于 100 毫升 0.IVHCI 中 ， 取 056 毫升 加 2.40 毫升 
O.IN HCL， 在 1 厘米 石英 杯 中 在 290 毫 微米 以 0.1V HCl 对 照 * 读 取 光 密度 值 。 


AOD x 249 x 100 X5 
8700 14.3 X AODam 


see ee Oe 


八 、 磷酸 吡 哆 胺 一 一 纸 层 析 法 和 光 吸 收 法 


原理 


We BSNL fi 〈2-methyl-3-hydroxy-4-aiminemethyl-5-pyridylmethylphosphoric acid), 分 
FAA: | 


CH,NH,. 


: C,H,;N,0,P = 248.1 N:11.29%, P:12.5% Cit5LIA) 
HOS 入 ACEHOPOH CyH,5N,O;P-2H,0 = 284.1 N:9.86% — P:10.929% (计算 值 ) 
= x) C,H,;N,0,P-HCI = 284.64 
3 N 
利用 磷酸 吡 哆 胺 在 293 毫 微米 的 光 吸 收 值 进 行 含 量 测定 ,以 及 纸 层 析 进 行 纯度 鉴定 。 
操作 步骤 
上 于 纸 层 析 溶剂 系统 = MTB 2k:89% 甲酸 (70:15:15)。 
Rs {2 4) 0.2~ 0.3 (CHUA). 


2. 紫外 级 收 含 二 分 子 结晶 水 的 磷酸 吡 哆 胺 样品 配 成 49 一 44 微克 /毫升 ,在 1 厘 
米 光 径 的 石英 杯 中 测定 。 

3. 含 量 测定 100 毫克 二 分 子 结晶 水 的 磷酸 吡 哆 胺 溶 于 100 毫升 0J1LN HCl, x 
0.3 毫升 加 2.70 毫升 0.1V HCl, 在 1 厘米 石英 杯 中 在 293 毫 微米 以 0.1VHCE WHR, 读 取 
光 密 度 值 。 


克 分 子 消 光 系 数 8m 
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原理 
辅酶 A， (CoA), 分 子 式 为 : 
NH, 
| 
C 
rd ee NI Bah OB Jon} tot Voom i 
] 和 


HC — HOP —O— P —O—CH,—C—CH+C=N=— | 
TF LH" DEON JE O0] “oa Firat ome 
N ee et BEP cH 


| 
er Oo Oo CH; 
Mes, 


I 
—(CH,),— C —N—(CH,),—SH 


辅酶 A 主要 参与 酰基 化 作用 ,是 乙酰 化 酶 的 辅酶 ,起 传递 酰基 的 作用 。 


乙酰 基 -: 供 体 辅酶 ACHSCoA) ZMH -S A 
\ 受 体 Bt Rl 
利用 这 一 作用 , 选用 磺胺 法 进行 辅酶 A 的 测定 。 即 以 酷 酸 盐 作 为 乙酰 基 - 供 体 ， 
以 磺胺 作为 受 体 ; 在 乙酰 化 酶 ( 取 自 铝 肝 ) 的 作用 下 ，ATP 的 能 量 供给 下 ,辅酶 A 就 
HERR AOA ESE MEME ES 生成 乙酰 磺胺 (HN Na 


H.NSO.< _YNHCOCH), 在 乙酰 化 酶 、ATP、 mah Bt ie We LAOH 销 酶 A 
ig 55 剩 下 的 没有 被 乙酰 化 的 磺胺 则 可 进行 重 氨 化 
(ENsoK >N= NCI)， 而 与 头 乙 腕 形成 淡 红 色 溶液， 于 454 AORN KLE GL 
“FABRICA BRE EM RRA, KIL ER AO HLL LBL T SD AT ELE IL Ho 
当 以 已 知 单位 的 辅酶 A i 28 EG et REY UU TH RE RO RR A BA 
试剂 
L- 辅酶 A 标 准 液 的 配制 ”精确 称 取 辅 梅 A 标准 样品 , 溶 于 水 配 成 40 单位 /毫升 , 深 
冻 保 存 ,使 用 时 稀释 至 一 定单 位 ,储存 液 在 三 周 内 不 会 下 降 。 bag 
2. 混合 液 ”” 取 纯度 70% 以 上 的 ATP Sth 1.2 HAF 20H 0.1N 盐酸 中 (用 冰 


wzI202v 


8) MA 0.4 克 无 水 硫酸 钠 , 以 除去 钢 离 子 , 过 滤 , 取 滤液 ,再 加 人 几 粒 硫酸 钠 结 最 ,如 无 白 
色 沉 淀 产生 ， 则 表示 钢 离 子 已 去 尽 。 在 溶液 中 加 入 25 毫升 0.25M 柠檬 酸 钠 ，5.6 毫升 
0.02M 磺胺 , 6.25 毫升 1M BERBER 20 毫升 ，pH7.0~7.4， 加 蒸馏 水 至 总 体积 达 126.25 
毫升 , 深 冻 保存 备用 。 
3. 1M Tris 缓冲 液 12.1 克 三 羟 甲 基 毛 基 甲 烷 溶 于 25 毫升 蒸馏 水 和 11 毫升 4V 

盐酸 , 0.5N SALAS pH8.0 一 8.4， 最 后 加 水 至 100 毫升 。 

4.0.2M 半 胱 所 酸 盐 深 液 ”精确 称 取 1.5763 克 半 胱 氨 酸 盐酸 盐 , 溶 于 50 毫升 蒸馏 
水 中 。 新 鲜 配 制 。 

5.5% =i Rik 

6.0.1% PHRABK 新 鲜 配 制 。 

7.0.5% xt Rw Ht RISK 

8.0.1% AOR HR wR 

9. 乙酰 化 酶 的 制备 RSTAARM WR. 去 脂肪 , 剪 碎 括 人 已 用 固体 
二 氧化 碳 冷 至 一 10sc 的 丙酮 中 ， 所 有 鸽子 杀 完 后 , 将 鸽 肝 碎 块 捞 出 ， 加 以 新 鲜 冷 丙酮 中 
(—5°~ —10C), 在 组 织 捣 碎 机 上 的 碎 2 一 3 Oo, Rist Ee. 并 以 无 水 新 鲜 丙 
酮 洗涤 2 一 3 次 , 置 真空 干燥 器 中 抽 王 ,在 研 乓 中 研 碎 ,并 以 20 目的 铜 筛子 筛 过 ,去除 结缔 
组 织 , 此 即 谷 肝 丙 酮 粉 , 置 干燥 器 冷藏 保存 。 

Hu AS FF PS A) A ++ RS 0.02N 碳酸 氢 钾 溶液 ,在 匀 浆 器 匀 之 ,然后 离心 (4000 转 / 分 ) 
5 分 钟 , 倾 出 红色 混浊 的 上 层 液 , 在 一 20scC 左右 冷冻 过 夜 , 次 晨 融 化 后 ,在 30° 保温 4 小 
时 ,以 破坏 肝 抽 提 流 中 原 有 的 辅酶 A, 然后 ,离心 (20000 转 / 分 ) 10 分 钟 , 得 红色 澄清 液 ， 
深 冻 保存 备用 。 


操作 步骤 


取 1X10 厘米 试管 ,从 第 1 一 4 管 为 空白 , 即 不 加 辅酶 A, 第 5 一 7 管 加 入 1 单位 辅酶 A 
标准 品 , 第 8 一 10 管 加 入 2 单位 辅酶 A 标准 样品 ,分 别 表 示 低 剂量 和 高 剂量 。 自 第 11 管 
起 , 视 样 品 数量 而 决定 用 多 少 管 ,每 一 样品 4 支管 ,前 二 者 为 低 剂 量 ( 约 工 单位 ), 后 二 者 为 
高 剂量 ( 约 2 单 位 ), 样品 体积 分 别 为 0.2 及 -0.4 毫升 。 在 加 和 辅酶 A 标 准 样 品 或 样品 前 ， 
自 第 一 管 开 始 , 全 部 加 入 0.15 毫升 Tris 缓冲 液 和 0.1 毫升 0.2V 半 胱 氨 酸 盐 溶 液 。 然 后 
在 各 管 按 顺 序 加 入 0.5 毫升 混合 液 , 以 及 补充 水 使 反应 体积 达 1.6 毫升 。 再 加 入 0.1 5 毫升 
乙酰 化 酶 溶液 , 摇 匀 ,在 38°C 水 浴 中 保温 .1.5 小 时 ,加 入 4 毫升 5 多 三 氧 酯 酸 中 止 反应 。 混 
Dae Mink 1 毫升 加 入 预先 有 10 毫升 0.2V 盐酸 的 试管 , 各 加 1 St 0.1% 亚 硝酸 
钠 , 摇 匀 ，, 作 用 5 分 钟 , 再 加 和 1 EF 05% 对 -氨基 础 酰胺 ,破坏 剩余 的 亚 硝酸 盐 , 以 免 干 
扰 样 品 的 测定 。 在 比 色 前 ,各 加 和 人 1 SH 01% RCH BE, 摇 匀 ,用 2 厘米 比 色 杯 ， 
于 545mp 波长 比 色 , 读 取 光 密度 值 。 


计算 
将 空白 及 高 \ 低 剂量 OD 值 平均 后 ,以 空白 OD 值 减 去 各 组 OD 值 ,得 AOD 值 , 以 标 


准 样品 的 高 \ 低 剂量 的 AOD 值 之 和 为 准 C(AODsy + AODs.) 对 比 样品 中 AOD 值 的 和 
(AODrn + AODr) 即 可 得 出 样品 中 的 相对 比值 ， 将 此 值 乘 上 标准 样品 的 单位 浓度 及 样 


。203。 


馆 


A 


品 的 稀释 倍数 , 即 得 样品 的 单位 值 。 


il 


讨论 
乙酰 化 酶 的 质量 对 测定 有 影响 ,根据 高 、 低 剂量 的 光 密 度 差 值 来 判断 ,一般 要 求 光 密 
度 差 值 在 0.050~ 0.079 EA. 
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